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(ber die vasokonstriktorischen Substanzen im Blutserum. 


Von 


H. Borgert und K. Keitel. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitat.) 
(Krankenhaus St. Georg.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1926.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Es war schon in der Mitte des vorigen Jahrhunderts die Beob- 
achtung gemacht, da8 Blutserum auf GefaBpraparate derart einwirkt, 
daB die GefaiBe sich kontrahieren. 


Bei der Suche nach der Ursache glaubten Cybulsky und Szymonowicz (1), 
Oliver und Schdjfer (2), Kretschmer (3) und andere die Kontraktion auf in 
der Blutbahn kreisendes Adrenalin zuriickfiihren zu kénnen. Diese 
Vermutung wurde jedoch von O’Connor (4) und Trendelenburg (5) durch 
Versuche mit synthetischem Adrenalin widerlegt, wobei sie nachweisen 
konnten, da8 der kontrahierende Stoff im Blutserum anderer Natur sein 
miisse. Versuche an Darm-, Harnblase-, Placentar- und CoronargefaBen 
erwiesen die Verschiedenheit. 


Die Eigenschaften und die Natur dieses gefiSkontrahierenden 
Stoffes sind seitdem mehrfach, so von O. B. Meyer (6) und anderen, 
untersucht worden, doch sind die Ergebnisse noch sehr wechselnd. Die 
nachfolgenden Beobachtungen sollen einen weiteren Beitrag zu dieser 


Frage liefern. 
Methodik. 


Wir benutzten bei unseren Versuchen die Laewen-Trendelenburgsche 
Versuchsanordnung am iiberlebenden GefiSmuskeipriparat des Frosches. 
Zur Verwendung gelangten fast ausschlieBlich Temporarien, sowohl Sommer- 
als auch Wintertiere. (In Ubereinstimmung mit Trendelenburg und anderen 
Autoren erwiesen sich die Winterfrésche als wesentlich weniger empfindlich !). 

Die Versuche wurden so angestellt, daB wir mit einer Adrenalin- 
injektion 1: 30 Millionen begannen, dann Serum (in wechselnden Mengen 
1: 10 mit Frosehringer verdiinnt) und zur Kontrolle der Empfindlichkeits- 
konstanz mit einer Adrenalininjektion (s. oben) schlossen. Als MeaB der 
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Starke der Kontraktion diente uns die Zeit, die 10 Tropfen zum AusflieBen 
gebrauchten: die Zeitzunahme trugen wir als Ordinate, die Dauer der 
Ablesung in Minuten als Abszisse ein (und zwar die Kontraktionen als 
positiv nach oben, die Dilatationen als negativ nach unten) und erhielten 
so tibersichtliche Kurven. Verwendet wurde Rinder-, Hunde-, Ganse- und 
Menschenserum. 

Versuche. 


Bevor wir den Stoff zu isolieren versuchten, orientierten wir uns 
zunachst iiber die Entstehung, Zersetzlichkeit und sonstigen allgemeinen 
Eigenschaften der gesuchten Substanz. 

Da von einigen Autoren, besonders von O’ Connor (7), Trendelenburg 
und Freund (11) angenommen wurde, daf die gefaBverengernde Substanz 

bei der Blutgerinnung, und zwar durch den 
27 Zerfall der Blutplattchen entsteht, haben wir 

mit entsprechenden Versuchen begonnen. 
ad Wir verwandten Ginseblut, wegen der bei 
/* diesem nur sehr verzégert eintretenden Ge- 
b rinnung und der damit gewonnenen Méglichkeit, 
die sonst gleichzeitig verlaufenden YVorginge 
. a et des Thrombocytenzerfalls und der Gerinnung 

Abb. Ie. in ihrer Wirkung getrennt zu beobachten. 

0,5 ccm Ganseplasma 
1:10 ccm. Das Ergebnis war fiir Plasma ein starkerer 
Ausschlag als fiir Serum (Abb. 1). Man konnte 
ad mithin annehmen, daB die fragliche Substanz 
zu einem Teile bei der Gerinnung zerstért 
ae oder vom Gerinnsel adsorbiert wird. Auskunft 
dariiber gibt eine Versuchsreihe an Rinderblut, 
= \ das mit Glasperlen geschiittelt war. Aus dem 
Gerinnsel wurde durch leichten Druck das ein- 
geschlossene Serum ausgepreBt, zur Entfernung 
der Blutkérperchen zentrifugiert und mit dem 
a auf gewéhnliche Weise gewonnenen Serum des 
N gleichen Blutes verglichen. Es ergab sich, dab 
2 6 & das im Koagulum eingeschlossene Serum mehr 
05 Fen <a gefaBkontrahierende Substanzen enthielt als das 
1:10 com. Vergleichsserum. Der Thrombozytenzerfall scheint 
also fiir die Entstehung der vasokonstriktorischen 
Wirkung von Bedeutung zu sein; der Akt der Gerinnung reiBt einen 
Teil der Substanz mit zu Boden. In analoger Weise wird bei der 
EiweiSgerinnung ein Teil der Substanz unwirksam (s. spater). 

Der niachste Schritt war nun, die Frage der Zersetzlichkeit 
zu priifen. Wir lieBen Serum, dessen anfinglichen Ausschlag 
wir festgestellt hatten, 24 Stunden lang stehen und konnten 
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beobachten, daB das Serum nach dieser Zeit wesentlich schwiicher 
wirksam geworden war, in der tiberwiegenden Mehrzahl der Fille 
sogar eine Dilatation hervorrief 
















































































aad  F (Abb. 2). 
” =. 1 Diese Ergebnisse decken sich 
NV mit denen A. Fraenkels (8), 
29 | wihrend F. Léhning (9) und 
\ Trendelenburg (10) eine Bestin- 
27 digkeit feststellten. Anscheinend 
\ findet also eine Zersetzung der 
25 vasokonstriktorischen Substanz 
statt, wodurch dann eine wahr- 
23} t scheinlich von Anfang an vor- 
a handene dilatierende Substanz 
27 sichtbar geworden sein kénnte?). 
19 27 2’ oo, ee om 
20 
ms eee a ae oe im 
Abb. 2a. Abb. 2b. 
0,5 com Rinderserum, frisch I: 10. 0,5 ccm Rinderserum, 24 Stunden alt I : 10, 


Weiter kamen nun fiir die Zersetzlichkeit in Frage: Licht, Warme, 
Luftsauerstoff und Bakterien; einen nennenswerten Unterschied oder 
irgend eine gesetzmaBige Anderung gegeniiber dem urspriinglichen 
Ausschlag wiesen dementsprechend behandelte Sera nicht auf. Allen- 
falls zeigten die bakteriologischen Versuche eine, wenn auch nur geringe 
Differenz zwischen dem sterilen und dem nicht sterilen, offen stehen- 
gelassenen Serum. Jedoch waren auch diese Differenzen zu minimal, 
um den Befunden einen entscheidenden Wert beimessen zu diirfen. 


Hatten wir so einige, wenn auch schwache Hinweise erhalten 
betreffs der méglichen Fehlerquellen fiir die Isolierung, so versuchten 
wir diese selbst nun auf vier verschiedenen Wegen: 

I. durch Dialyse, 

Il. ,, Filtration (nach EnteiweiBung), 
Ill. ,,  Extraktion, 
IV. ,, Destillation. 


1) DaB die vasokonstriktorische Substanz auch durch gewisse iiber- 
lebende Organe leicht zerstért wird, hat Starling fiir die Lunge, Bornstein 
(Verh. d. deutsch. pharm. Ges, 1925) fiir die Leber festgestellt. 
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I. Dialyse. 


Eine reinliche Trennung von den groBen EiweiBmengen des Serums 
war am besten auf dem Wege der Dialyse zu erreichen, da EiweiB bekanntlich 
nicht dialysabel ist und dagegen der gesuchte Stoff von Léhning, Ditiler 
und Trendelenburg als sehr wohl dialysabel beschrieben war. 

Die Versuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt: 5ccm Serum 
wurden in einer Dialysierhiilse gegen 15 cem Froschringerlésung 6 Stunden 
dialysiert und dann auf 50 ccm mit derselben Lésung aufgefiillt. Die In- 
jektionen zeigten das Dialysat durchaus wirksam im Sinne einer GefaB- 
kontraktion (Abb. 3). 





77 
9 
é 
? 2 
Abb. 3a. Abb. 3b. 
0,5 ccm Adrenalin 0,5 com Menschenserum 
1:30 ccm. 1:5 ccm. 
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2 ¥’ 2 6 
Abb. 3c. Abb. 3d. 
0,5 ccm Menschenserum, 0,5 com Menschenserum, 
Dialysat 1:5 ccm. aus der Dialysierhiilse 
1:5ccm. 


~ Es war jedoch nicht méglich, durch Erneuerung der umgebenden Dia- 
lysierfliissigkeit eine Anreicherung oder gar Erschépfung des angesetzten 
Serums zu erzielen. Da endlich eine Ausdehnung des Dialysierens auf 
24 Stunden im Gegensatz zu den Befunden Dittlers, der 115 Stunden dia- 
lysierte, sich als ganz ungeeignet erwies, gingen wir ohne weiteres dazu 
iiber, das Eiwei8 durch Fallung aus dem Serum herauszubringen (Filtration). 


‘ 
II. Filtration. 


5ccem Serum wurden nach der Vorschrift von Folin nach Zusatz von 
35 cem (im Verhiltnis 7: 9 verstirkter) Ringerlésung durch 5 cem 10proz. 
Natriumwolframatlésung und 5ccm *#/;n H,SO, enteiweiBt. Das Filtrat 
hiervon wurde sodann als solches zur Injektion benutzt und erwies sich 
als wirksam (Abb. 4). 

Jedoch waren die erhaltenen Ausschlige so gering, da8 wir diese 
Methode zunichst nur deshalb beibehielten, weil sie gegeniiber dem 
Dialysierverfahren einen groBen Zeitgewinn darstellte. Wir konnten 
namlich hoffen, da8 wir unter Verwendung gréBerer Mengen Serums 
durch Extraktion mit einem geeigneten Lésungsmittel schlieBlich doch 
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eine Isolierung und méglicherweise sogar eine Anreicherung bewirkten. 
Dementsprechend versuchten wir mit Ather und Aceton zu extrahieren. 


29 


27 


27 





Z ¥° eo’ 
Abb. 4a. 
0,5 com Adrenalin I : 30 ccm. 
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Abb. 4b. Abb. 4c. 
1,0 com Rinderserum |: 10 com. 1,0 ccm Filtrat I: 10 ccm. 
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Ill. Extraktion. 


Das nach Folin erhaltene Filtrat wurde mit n/10 Natronlauge genau 
neutralisiert und sodann durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Ather extra- 
hiert. Der Ather wurde aus einem lauen Wasserbad abdestilliert und der 
Riickstand (wie dies auch mit allen folgenden Extraktionsriickstanden 
gemacht wurde) mit Froschringerlésung auf das Volumen des angewandten 
Serums aufgefiillt. Uberraschenderweise zeigte sich jetzt aber ein negativer 
Ausschlag, eine Dilatation. Da der Gedanke nahe lag, daB es sich ahnlich 
dem Adrenalin um einen basischen Stoff handeln kénnte, versuchten wir 
den Stoff dadurch zu gewinnen, da8 wir ihn aus | proz. natronalkalischer 
Lésung ausatherten. Auch in diesem Falle ergab sich aber nur ein Guferst 
geringer positiver Ausschlag. 


Da Ather als Lésungsmittel ungeeignet sein konnte, gingen wir zu 
Aceton iiber. Dazu war natiirlich [wegen der Mischbarkeit des Acetons 
mit Wasser] nétig, das Filtrat vorher einzudampfen und nur den Salzriick- 
stand zu extrahieren. Um die Gefahren der Uberhitzung auszuschlieBen, 
nahmen wir diese Eintrocknung sowohl mit Hilfe des Vakuums, als auch 
des Faust-Heimschen Apparats vor. (Sonst wurde unter gleichen Be- 
dingungen gearbeitet.) Aber auch die Acetonextrakte fielen dhnlich aus, 
wie die Atherversuche. 
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Wahrend aber nun die Atherversuche mit ihren positiven und negativen 
Ausschligen und die Tatsache, daB trotz negativen Filtrats doch der 
basische Atherextrakt positiv erhalten wurde, dafiir sprachen, daB mehr 
irgendwelche anderen Umstinde fiir die beobachteten Effekte verant- 
wortlich gemacht werden kénnten, lieB die Verarbeitungstechnik auf 
Acetonextrakte vermuten, dai der gesuchte Stoff sich verfliichtigt haben 
kénnte. Deswegen versuchten wir auch in dieser Richtung Klarheit zu 
schaffen. 

IV. Destillation. 


Zu diesem Zwecke wurden die iibergehenden Daimpfe durch Eiskiihlung 
kondensiert. (Im weiteren Verlauf wurde auch noch mit einer Vorlage von 
n/100 H, SQ, bzw. NaOH gearbeitet, je nachdem, ob das zu destillierende 
Filtrat von uns alkalisch gemacht oder angesiuert worden war.) Wir 
erhielten so im allgemeinen einen schwach positiven Ausschlag. 

Wenn wir jedoch das Filtrat (peinlichst genau wieder neutralisiert) 
als solches zur Injektion verwandten, so ergab dieser Ausschlag — mit 
dem des Destillats summiert — doch nicht den Ausschlag des urspriinglichen 
Serums. Auch einige Versuche, dort, wo ein positiver Ausschlag sich zeigte, 
durch Verwendung weniger starker Verdiinnungen, also stdrkerer Konzen- 
trationen eine Summierung zu erzielen, schlugen fehl, ergaben sogar in den 
meisten Fallen eine Verminderung der Kontraktion. 

Angesichts dieser so wechselnden und schwer erklarlichen Ergeb- 
nisse begannen wir alle Versuche als Leerversuche (d.h. unter Ver- 
wendung von Ringerlésung statt des Serums) zu wiederholen. Auber 
den Dialysierversuchen, die in schéner Weise ohne Ausschlag blieben, 
gaben diese Versuche im allgemeinen iiberraschenderweise in allen Phasen 
dieselben Resultate: 

Die Extraktionsversuche mit Aceton und Ather Dilatation, die 
Destillationsversuche einwandfrei Kontraktion, d.h. positive Ausschldge. 

Man sieht also, daB es nicht ohne weiteres angingig ist, auf dem 
bisher beschrittenen Wege in der Auffassung des Problems fortzufahren. 
Zwar lassen sich die Dialysierversuche schwer anders interpretieren, 
als daB man einen Kérper mit gefaSkontrahierenden Eigenschaften 
annimmt, zumal ja auch die diesbeziiglichen Blindversuche mit Ringer- 
lésung einwandfrei wirkungslos blieben. Doch gibt die Fiille der anderen 
Ergebnisse ein zu sehr entgegengesetztes Bild, als daf man an diesen 
Tatsachen kritiklos voriibergehen diirfte. Die Arbeiten der ver- 
schiedensten Autoren vermégen kein einheitliches Bild zu geben. 
Unsere eigenen Versuche, insbesondere die eben besprochenen Blind- 
versuche, weisen auf einige Fehlerquellen hin, die vielleicht manche 
dieser Widerspriiche kiéren kénnen. 

Wenn sich auch im speziellen in dieser Hinsicht keine genauen 
Angaben machen lassen, so glauben wir doch, mit dem Vorliegenden 
unter anderen einige groBe Gefahrenquellen, wenn auch nicht auf- 
gedeckt, so doch wenigstens umrissen zu haben. Auch ist es durch die 
Kontrollversuche sehr wahrscheinlich geworden, daB ein groBer Teil 
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der in der Literatur verzeichneten Befunde nur Scheinresultate dar- 
stellen oder doch zum mindesten nicht ohne weiteres die daraus ge- 
zogenen Schliisse rechtfertigen. 


Zusammenfassung, 


1. Es werden am Laewen-Trendelenburgschen Priparat Versuche 
mit Seruminjektionen angestellt, die eine Kontraktion der GefiBe 
erkennen lassen. 


2. Zur Frage iiber den Einflu8 von Thrombocytenzerfall und 
Gerinnung: 


a) im Ganseblut tritt Thrombocytenzerfall sofort, Gerinnung erst 
nach langerer Zeit, etwa 1 Stunde, ein. So gewonnenes Giinse- 
plasma enthalt mehr vasokonstriktorische Substanz als Gianse- 
serum. 


b) Bei Koagulation des Siugetierblutes ist im Serum, das aus dem 
Koagulum ausgepreBt wird, weniger vasokonstriktorische 
Substanz enthalten als im Serum, das aus dem iiberstehenden 
Blute gewonnen wird. 


Aus diesen beiden Versuchsreihen folgt, daB bei der Koagulation 
ein groBer Teil der vasokonstriktorischen Substanz niedergerissen wird. 


3. Eine deutliche Abhangigkeit von Licht, Warme, Luftsauerstoff 
und Bakterien war nicht nachweisbar; hingegen war eine Abhangigkeit 
von der Zeit festzustellen, indem nach 24 Stunden die vasokonstrikto- 
rische Substanz ganz oder teilweise aus dem Serum verschwunden 
war und das Priparat mit einer GefaBerweiterung reagierte. 


4. Der vermutete Stoff ist dialysabel, mit Ather wie auch mit 
Aceton jedoch nicht extrahierbar und auch nicht abdestillierbar. 


5. Es wird auf eine Anzahl Fehlerquellen hingewiesen, die sich 
von entscheidendem Einflu8 erweisen kénnen, wenn man Stoffe, die 
durch chemische oder physikalische MaBnahmen aus Serum gewonnen 
werden, auf das Laewen-Trendelenburgsche Froschpraparat wirken laBt. 
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Uber die Wirkung 
diuretischer Gifte auf die cyanvergiftete Froschniere. 


Von 


Toshio Masuda. 
(Aus dem pharmakologischen Institut Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 21. Mai 1926.) 


Die Froschniere ist oft zum Studium diuretischer Substanzen ver- 
wendet worden, weil sie verhaltnismaBig leicht iiberlebend erhalten 
werden kann und durch die eigenartige Anordnung ihrer zufiihrenden 
GefiBe eine getrennte Beeinflussung der Tatigkeit der Glomeruli oder 
Tubuli erlaubt. So haben z. B. Cullis (1), Bainbridge, Collins und 
Menzie (2), Rowntree und Geraghty (3) und Halsey (4) — um nur die 
pharmakologischen Untersuchungen herauszugreifen — diese anatomi- 
schen Verhaltnisse ausgenutzt, um am lebenden Frosch oder an dem 
isoliert durchstrémten Organ die Wirkung von Coffein, Theobromin 
und Harnstoff zu untersuchen, indem sie durch Unterbindung eines 
der zufiihrenden GefaBe den zugehérigen Nierenabschnitt auszuschalten 
suchten und die Giftwirkung auf den noch intakten Abschnitt beob- 
achteten, oder indem sie, bei erhaltener Zirkulation beider GefiBe, die 
Giftlésung nur durch eines der GefaiBe zufiihrten und so nur auf einen 
Teil der Nierenzellen das Gift wirken lieBen. Das Resultat dieser Unter- 
suchungen laéBt sich dahin zusammenfassen, daB die Glomeruli unbedingt 
fiir die Harnbildung notwendig sind, und da 8 Harnstoff nur bei Perfusion 
durch den Glomerulus diuretisch wirkt [Cullis (1)]. Gegen die Versuche, 
die Tubuli durch Unterbindung der Nierenpfortader auszuschalten, 
liegt .ein Einwand wor, der sich:auf die anatomischen Verhiltnisse 
stiitzt, denn nach Austritt aus dem Glomerulus teilt sich das Vas eferens, 
bildet einige Kapillaren, die sich um den dem Glomerulus am nichsten 
gelegenen Tubulusabschnitt winden, und vereinigt sich dann mit den 
Pfortaderkapillaren zur gemeinsamen Vene. Cushny (5) halt deshalb 
nur die Unterbindung der Nierenarterie fiir beweisend, wenn nach- 
triglich eine mikroskopische Kontrolle die Glomeruli durch Blut. 
koagula verschlossen findet, wihrend eine Unterbindung oder Durch- 
strémung der Nierenpfortader allein den beabsichtigten Zweck, nur 
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die Tubuluszellen zu vergiften, wegen der kollateralen Versorgung 
vom Glomerulus aus nicht ausreicht. Dem Wunsche, die Analyse der 
Wirkung von diuretischen Substanzen zu vertiefen, die von Schmidt (6) 
und Hartwig (7) an der Froschniere festgestellt ist, kommen die Beob- 
achtungen von Starling und Verney (8) und den Mitarbeitern 
Hoebers (9 bis 12) zu Hilfe, die an der isolierten Warmbliiterniere und 
an der Froschniere durch Narkotica oder Blausiure eine Aufhebung 
der Konzentriertitigkeit oder beim Frosch eine Aufhebung der Ver- 
diinnungstitigkeit feststellten. Eine Niere, die auf diese Weise in ihrer 
Tatigkeit, aus dem Glomerulusfiltrat Salze zu resorbieren, gelahmt ist, 
soll je nach der Konzentration und Art des Narkoticums ein mehr oder 
weniger reines Glomerulusfiltrat liefern. Auf Grund dieser Beob- 
achtungen und Folgerungen scheint die Méglichkeit vorhanden zu 
sein, die Tatigkeit der Tubuluszellen durch Blausiure besser als durch 
die Pfortaderunterbindung auszuschalten, und die Gelegenheit geboten, 
fiir die Diuretica durch vergleichende Untersuchung an normalen und 
vergifteten Nieren eine Wirkung auf den Glomerulus und den Tubulus zu 
trennen. Wiirde z. B. bei einer cyanvergifteten Niere ein Diureticum 
doch noch wirken, so wiirde das als eine Wirkung auf den Glomerulus 
anzusprechen sein, wiirde aber die Wirkung ausbleiben, so wire damit 
die Unwirksamkeit des Diureticums auf den Glomerulus festgestellt 
und eine Wirkung auf die Tubuluszellen wahrscheinlich gemacht. 

Dieser Versuch ist im folgenden fiir die Diuretica Coffein, Sublimat 
und Harnstoff gemacht worden, deren Wirkung 

1. an der normalen, mit Sauerstoff versorgten Niere, 

2. an der cyanvergifteten Niere und 

3. an der durch SauerstoffabschluB anoxybiotisch gemachten 
Niere verglichen worden ist. In allen diesen Versuchen wurde a) die 
stiindliche Harnmenge, b) die Cl-Konzentration des Harns gemessen 
und ¢) um einen Anhalt iiber die GefaBreaktion beider Nierenabschnitte 
zu gewinnen, die stiindlich durch die Nierenarterie und Nierenpfortader 
einflieBende Menge Salzlésung bestimmt, d) wurde die Niere auf Zucker- 
durchlissigkeit gepriift. 

Methodik. 


In der Préparation haben wir uns an die Angaben von Bainbridge, 
Cullins und Menzie, (2) gehalten und beide Nieren des Frosches von der 
Arterie und Pfortader aus mit einem Druck von 24cm und 12cm Wasser 
getrennt durchstrémt Die haufig beschriebenen (1 bis 4, 6 bis 12) Einzel- 
heiten der Methode sollen hier nicht wiederholt werden. Die aus zwei 
graduierten Mariotteschen Flaschen in die Nierenarterie bzw. Nieren- 
pfortader flieBenden Mengen der verwendeten Salzlésung wurden stiindlich 
abgelesen. Dabei findet aber auch bei sehr sorgfailtiger Abbindung aller 
Seitenaste ein gewisser Verlust statt. Kontrollversuche ergeben fiir die aus 
der Vena cava flieBende Menge einen wechselnden Fehlbetrag von 2 Pro z 
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bis maximal 20 Proz. der durch beide GefaBe stiindlich eingeflossenen Lésung, 
so daB die stiindlich aus den Mariotteschen Flaschen flieBenden Mengen 
wohl einen angenaherten, aber keinen quantitativen Wert fiir die GefaiB- 
weite in der Niere geben. 

Als Durchstrémungsfliissigkeit wurde die von Barkan, Brémser und 
Hahn (13) verbesserte Froschringerlésung verwendet; vor jedem Versuch 
wurde die aus den Stammlésungen frisch hergestellte Mischung mit dem 
angegebenen Kohlenséiure-Sauerstoffgemisch mehrmals griindlich durch- 
geschiittelt. Auch wahrend des Versuchs perlte das Kohlensdiure-Sauer- 
stoffgemisch mit geringem konstantem Uberdruck in die Mariotteschen 
Flaschen nach. Die Wasserstoffzah] der Durchstrémungsfliissigkeit wurde 
kolorimetrisch nach Michaelis gemessen und betrug in den Versuchen mit 
und ohne Sauerstoff und mit Cyannatrium pg = 7,40. 

In beide Ureteren wurde je eine kleine Kaniile eingefiihrt, die den 
Harn in kleine MeBzylinder oder (von Versuch 73 ab) durch einen kurzen 
Gummischlauch in eine ] cem mit '/y99 ccm untergeteilte Pipette leitete. 
In den Tabellen wird die stiindliche Harnmenge beider Nieren gemeinsam, 
sowie ihre Cl-Konzentration angefiihrt. Die Chlorbestimmung wurde nach 
Ruszniak (14) vorgenommen. Zur Kontrolle der Lebensfaihigkeit der im 
Versuch befindlichen Niere wurde im Harn eine qualitative Glucose- 
bestimmung nach Nylander ausgefiihrt. 

Fiir die Blauséureversuche wurde mit der Durchstrémungsfliissigkeit 
eine m/1000 oder m/2000 NaCN-Lésung hergestellt und damit beide 
Nierengefa&e durchstrémt. Auf diese Weise erreicht man nach den Angaben 
Davids (10) eine vollkommene Ausschaltung der Fahigkeit der Tubulus- 
zellen, Salze und organische Bestandteile des Glomerulusfiltrats wieder zu 
resorbieren. DaB®B dabei die Tubuluszellen in unseren Versuchen irreversibel 
geschidigt sind, ist fiir die folgenden Versuche ohne Bedeutung, da man aus 
Davids (10) Versuchen an Nieren, deren Tubuluszellen durch Narkotica 
gelahmt sind, keinen Einflu8 der Blauséure auf die Funktionen der 
Glomeruli erkennen kann. 

Fiir die Anoxybioseversuche bedurfte es weiterer MaBnahmen. Das 
zur Herstellung der modifizierten Ringerlésung verwendete destillierte 
Wasser wurde entweder vorher tiichtig ausgekocht oder mit einer Vakuum- 
élpumpe in einem geschlossenen GefaB mehrfach evakuiert und dann mit 
Wasserstoff oder Stickstoff wieder gesattigt. Die fertiggestellte Ringerlésung 
wurde dann mit einem Stickstoff-Kohlenséiuregemisch durchgeschiittelt 
und durchperlt. Gegen den Sauerstoff der Atmosphire wurde das Nieren- 
praparat mit fliissigem Paraffin iiberschichtet, nachdem die Kaniilen ein- 
gebunden waren. Diese vorsichtigen MaBnahmen erwiesen sich im Verlaufe 
der Versuche als iiberfliissig, denn die Nierenzellen sind gegen Sauerstoff- 
mangel so empfindlich, daB schon die Verwendung von gekochtem Wasser 
zum vollen Erfolg, der Aufhebung der Verdiinnungstatigkeit der Niere, fiihrt. 


Versuche, 


Den Diureseversuchen seien in Tabelle I einige Normalversuche 
vorausgestellt, die zum Vergleich dienen und den Einflu8 von Sauerstoff- 
mangel und Blausiure erliutern sollen. Es eriibrigt sich, mehr als je 
einen Versuch anzufiihren, da sich dieselben Befunde bei den Diurese- 
versuchen wiederholen und auBerdem derartige Versuche bereits be- 
schrieben sind. 
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Tabelle I. 
Normalversuche. 
. ChK . 
Vers Detem Arterie Pfortader Harnmenge ‘ are ll Bemerkungen 
such ‘ 
ccm/h cem/h cem/h Proz 
1924 
48 19. XII. 40 77 0,25 0,29 Versuch mit Sauerstoff 
17 65 0,26 0,24 
14 30 0,26 | 0,24 
14 ? 050 | 0,23 
1925 12 76 0,40 0,24 
114 20. III. 50 60 0,58 0,42 Versuch mit Anoxy- 
48 46 1,50 0,42 bless 
36 42 1,90 0,42 
= 29 1,60 0,42 
37 61 1,60 0,42 Zucker + 
82 19. II. | 6.5 53 0,26 0,21 Versuch mit Cyan 
| 85,0 85 0,51 0,11 
m/2000 NaC N-Ringerlésung, 
265 | 65 1,90 0,24 
35,0 65 1,40 0,32 Zucker + 


Die mit Sauerstoff versorgte Niere (Versuch 48) liefert iiber Stunden 
hinaus ziemlich konstante Mengen gleichmaBig hypotonischen Cl-armen, 
zucker- und eiweiBfreien Sekrets. Dieses ist als Produkt der Ver- 
diinnungstiatigkeit der Froschniere anzusehen, wie es den Lebens- 
bedingungen des Frosches, groBe Wasserzufuhr bei geringer Salzzufuhr, 
entspricht. Die GefaBweite des Nierenarteriensystems bleibt ungefahr 
gleich groB, wihrend die Weite des Pfortadersystems gréBeren un- 
bekannten Schwankungen unterliegt. 

Sauerstoffmangel (Versuch 114) fiihrt zu einer Zunahme der 
stiindlichen Harnmenge zu einem Anstieg der Cl-Konzentration fast 
bis zu den Cl-Werten der Durchstrémungsfliissigkeit. Das Sekret 
bleibt meistens zuckerfrei und der Kreislauf wird durch die Anoxybiose 
nicht wesentlich beeinfluBt. 

Cyannatrium in einer m/2000 bis m/1000 Konzentration fiihrt in 
den meisten Versuchen (15 von 25) zu einem Anstieg der Harnmenge, 
die von einem Anstieg der Cl-Konzentration begleitet ist. Starling 
beobachtete ebenfalls eine geringe Diuresezunahme nach Cyan. David (10) 
hingegen schlieBt aus seinen Versuchen, daB Blausiure die Harnmenge 
nicht andere). Unter Einflu8 von Cyannatrium kommt es in den meisten 
Fallen zu einer GefaBerweiterung. In 16 von 23 einwandfreien Versuchen 
fand eine Erweiterung der NierenarteriengefiBe und in 12 eine der 
PfortadergefaBe statt. 


1) Obgleich in seinen Versuchen (Arch. f. d. ges. Physiol. 208, 146, 1925) 
(Versuch 12, 13, 25, 37, 39) ein Anstieg der Harnmengs, aber ebenfalls 
wie bei uns nicht regelmaBig, zu beobachten ist. 
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Die Versuche, in denen die Diuretica Coffein, Sublimat und Harn- 
stoff angewendet wurden, sind fiir jedes einzelne Diureticum getrennt 
zusammengestellt worden. Es werden aber nicht alle Versuche angefiihrt 
werden, sondern nur drei von jeder Art. 


Tabelle II. 
Coffeinversuche. 





rere “ChKon- 
Vow Datum Arterie | Pfortader Harnmenge onat —- Demedengee 
1925 cecm/h ccm/h ccom/h Proz. 
87 | 23. II. 26 18 0,55 | 0,16 Versuch mit Sauerstoff 
Coffein natr. salicyl. 1: 500 000. 
27 62 0,60 0,22 
23 62 0,85 0,23 Zucker + 
118 =. 26. IIT. 49 37,5 | 0,19 0,30 || Versuch mit Anoxy- 
biose 
Coffein natr. salicyl. 1: 500 000. 
55 54,5 0,25 0,36 
40 59,5 0,23 0,36 
122 || 27. III. 46 8 19 0,39 Versuch mit Anoxy 
38 45 - 2.4 0,42 bioss 
Coffein natr. salicyl. 1: 500 000. 
2 | «© 2,8 0,42 
30 | 60 3,3 0,44 Zucker + 
61 _ & 26 55 0,6 0,18 Versuch mit Cyan 
be £2 se 0,4 0,29 
m/2000 NaCjN- Ringer. 
32 59 | 0,5 0,24 
32 66 0,35 | 0,31 
m/2000 NaC N-Ringer + Coffein natr. salicyl. 1: 500 000. 
Ps a ae 0.8 6,30 
| 6&6 21 1,2 0,29 Zucker — 
78 17. IT. | 25 55 0,18 0,13 Versuch mit Cyan 
21 | 3587 0,47 0,12 
m/2000 NaC N-Ringer. 
25 56 0,73 0,17 
32 50 0,73 0,24 
m/2000 NaC N — Coff. natr. salicyl. 1: 500 000, 
fo 38 0,83 | 0,27 
55 65 0383 | 0,27 Zucker + 


1. Coffein. 


Die Nierenwirkung von Coffein in geringer, die Froschniere nicht 
schidigender Konzentration (1: 500000) ist von Schmidt (6) sichergestellt 
worden und wird von Hartwig (7) kiirzlich bestatigt. Die friiheren Versuche 
von Cullis (1) sind wegen der zu starken Coffeinkonzentration (0,1 Proz.), 
die die Gewebe irreversibel schadigt, unbrauchbar Rowntree und Geraghty (3), 
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die eine Coffeinlésung unbekannter Starke durch die Nierenpfortader 
leisteten, beobachteten eine Steigerung der Harnmenge.  Barcroft (15) 
fand eine Steigerung des Gaswechsels der Froschniere bei Durchstrémung 
mit einer Coffeinlésung von der Pfortader aus. 

In unseren Versuchen, die in Tabelle I] angefiihrt sind, findet 
sich an der normalen, mit Sauerstoff versorgten Niere immer eine 
Steigerung der Harnmenge, wie bei Schmidt und Hartwig, und ein 
Anstieg der Chlorkonzentration des Sekrets, wihrend die Zucker- 
undurchlassigkeit fast vollkommen erhalten geblieben ist. Die GefaB- 
reaktion cer NierengefaBe ist in unseren Versuchen nicht eindeutig. 

Bei der anoxybiotischen Niere ist ebenfalls eine Steigerung der 
Harnmenge zu beobachten, wahrend die durch den Sauerstoffmangel 
an sich schon erhéhte Chlorkonzentration des Harns keine weitere 
Steigerung mehr erfahrt. Die Reaktion der NierengefaBe ist verschieden. 

Die cyayvergiftete Niere zeigt dasselbe Verhalten wie in Anoxybiose. 

Sucht man die Resultate in dem einleitend ausgefiihrten Sinne zu 
deuten, so stellt die Beobachtung, daB die Diurese sowohl bei der 
normalen wie bei der sauerstoffarmen und cyanvergifteten Niere eintritt, 
sicher, daB fiir die Coffeindiurese die Tubuluszellen nicht notwendig 
sind, und daB diese Diurese also auf eine vermehrte Durchlissigkeit 
der Glomeruli zuriickzufiihren ist, denn es konnte keine einheitliche 
GefaBwirkung beobachtet werden. Diese Feststellung schlieBt aber 
eine auBerdem vorhandene Wirkung auf die Tubuluszellen nicht aus. 
Die an der normalen, mit Sauerstoff versorgten Niere beobachtete 
Abnahme der Verdiinnungstatigkeit deutet vielmehr darauf hin, dab 
es noch auBerdem zu einer Herabsetzung der Chlorresorption kommt, 
die wohl von einer verminderten Wasserresorption begleitet ist. 

2, Sublimat. 

Sublimat bewirkt schon in sehr geringen Konzentrationen in der 
Froschniere eine Diurese. [R. Schmidt (6) und Hartwig (7).] Dasselbe 
zeigen die folgenden Versuche der Tabelle III. 

Mit der nach Sublimat 1: 20 Millionen bis 1: 20 Milliarden ein- 
tretenden Diurese steigt der Chlorgehalt des Nierensekrets an, wihrend 
von den GefaiBen nur die Nierenpfortacer eine Erweiterung aufweist. 
Dabei bleibt die Niere zuckerdicht. 

Bei der anoxybiotischen Niere ist das AusmaB der durch Sublimat 
hervorgerufenen Diurese wesentlich geringer, der an sich schon hohe 
Chlorgehalt des Harns steigt nicht weiter an, und Zucker tritt nicht 
oder nur in Spuren auf. Eine deutliche GefaiBreaktion fehlt. 

Unter dem EinfluB von Blausiure andert sich dagegen die Reaktion 
der Niere auf Sublimat vollstindig. Von fiinf einwandfreien Versuchen 
stellte sich nur einmal eine geringe Steigerung der Harnmenge, sonst 
immer eine deutliche Verminderung ein, die regelmaBig mit einer 
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Tabelle III. 
Sublimatversuche. 
Vere Datum Arterie Pfortader | Harnmenge | b. aa tee 
1925 com/h com/h ccm/h | Proz. 
i 
95 4. III. 13 me .. 0,33 | 0,06 | Versuch mit Sauerstoff 
is | 26 030 | oo9 | 
Sublimat 1:1 Milliarde. 
27 31 0,67 0,11 
25 26,5 0,77 0,19 Zucker — 
102 12. TIT. 24 29 0,50 0,19 | Versuch mit Anoxys 
27 46 0,91 0,40 biese 
Sublimat 1:2 Milliarden. 
i ae 0,87 0,39 | 
| 21 | 3% 0,57 0,39 | Zucker — 
107 | 17.10. | 2 | 88 0,60 0,36 || Versuch mit Anoxys 
| | 1 | 0.65 0:33 | diose 
Sublimat 1:1 Milliarde. 
20 94 0,73 0,35 
21 78 | 0,86 | 0,35 || Zucker + 
89 || 24. IT. 67 «|| «662 -| «(O25 | 0,13 || Versuch mit Cyan 
m/2000 NaC N-Ringer. 
| 77 13 088 | 0,22 
17 14 119 | «0,26 
m/2000 NaC N-Ringer + Sublimat 1: 100 Millionen, 
|) 65 21 | 1,90 0,26 
33 19 1,34 0,26 
100 |} 11. IIL 25 18 | 0,18 0,04 || Versuch mit Cyan 
m/1000 NaC N-Ringer, pg 7,45. 
42 45 0,70 0,15 
58 81 | 41,1! 0,15 
m/1000 NaC N-Ringer + Sublimat 1:1 Milliarde. 
38 48 | 0,72 | 0,16 


GefiBverengung der Nierenarterien und in drei Versuchen auch der 
Nierenpfortader einhergebt. Der an sich schon hohe Chlorgehalt steigt 
nicht mehr, oder nur dort, wo er noch nicht die Héhe der Durch- 
stromungsfliissigkeit erreicht hat. 

Unter diesen Befunden ist zunaichst die Herabsetzung der Harn- 
menge von der cyanvergifteten Niere auffallend, die wohl auf die GefaB- 
verengerung bezcgen werden darf, obgleich zur Harnproduktion noch 
geniigend Salzlésung durch beide GefaBsysteme strémt. 

Die Cyanversuche fallen also zur Analyse der Sublimatwirkung 
wegen der dabei auftretenden GefaBkontraktionen aus, jedoch geniigen 
zum Vergleich die Versuche an der sauerstoffarmen und mit Sauerstoff 














Diuretische Gifte. 15 


versorgten Niere. Eine Entscheidung, ob an der normalen Niere die 
Sublimatdiurese auf eine gesteigerte Durchlassigkeit der Glomeruli oder 
verminderte Riickresorption der Tubuli zuriickzufiihren ist, geben 
die Versuche mit Anoxybiose, in denen nach Ausschaltung der 
Tubuli das Glomerulusfiltrat nicht oder nur wenig zunimmt. Zudem 
spricht auch der Anstieg des Chlorgehalts bei der normalen Niere, sowie 
die GefaiBerweiterung im Nierenpfortadergebiet fiir eine schidigende 
Wirkung des Quecksilbers auf die Tubuli. 


3. Harnstoff. 


Die diuretische Wirkung des Harnstoffs ist fiir die Froschniere zuerst 
von Cullis (1) nachgewiesen worden. Wurden die Glomeruli' nur von 
der Arterie mit einer 0,2- bis 0,4proz. Harnstofflésung durchstrémt, so 
erfolgte Diurese, wurden nur die Tubuli durchstrémt, waihrend durch die 
Glomeruli Ringerlésung floB, so blieb die Harnmenge unveraindert. Weiter 
haben dann Schmidt (6) und Hartwig (7) eine Steigerung der Diurese fest- 
gestellt, wenn die ganze Niere mit Harnstofflésung 1 : 200 bis 1 : 500 durch- 


strémt wurde. 
Dasselbe zeigen unsere Versuche in Tabelle IV. 


Bei der normalen, mit Sauerstoff versorgten Niere trjtt auf Harn- 
stoff eine Diurese ein, aber nicht immer prompt; es bedarf éfter einer 
gewissen Zeit, die von der Durchstrémung des toten Raumes in den 
Kaniilen von der Umschaltestelle bis zur Niere unabhangig ist. Mit 
der Harnmenge steigt der Chlorgehalt des Harns an. Die Niere bleibt 
zuckerdicht. Die GefaiBe der Nierenarterie und Pfortader zeigen keine 
einheitliche Reaktion. 

Sauerstoffmangel und Blausaure beeinflussen nun stark die Harn- 
stoffwirkung. Es kommt in drei von insgesamt elf Versuchen zu keiner 
Wirkung, oder in sechs Versuchen zu einer Diuresehemmung, die in 
acht Versuchen von einer Verengerung einer oder beider GefaBgebiete 
begleitet ist. Diese eigentiimliche Reaktion erinnert an ein ahnliches 
Verhalten, das Horiuchi (16) an der durchstrémten Warmbliiterniere 
beobachtet hat. Wurde Harnstoff mit Tyrodelésung durch die Warm- 
bliiterniere geleitet, so verengten sich die NierengefiBe, wurde dagegen 
der Niere mit defibriniertem Blute Sauerstoff und Harnstoff zugefiihrt, 
so erweiterten sich die NierengefiBe. Diese GetaBkontraktion und 
Diuresehemmung an der Froschniere machte fiir uns die beabsichtigte 
Analyse zunichte. Ergiinzend stehen aber die Versuche von Cullis (1) 
zur Verfiigung, die auf eine Glomeruluswirkung des Harnstoffs hin- 


weisen. 
Fassen wir die Ergebnisse zusammen, so bestatigen sie zunichst 


die Befunde von David und Hoeber, daB durch Sauerstoffmangel oder 
Blausiure die Froschniere thr Sekret nicht mehr verdiinnt und nach 
unseren Versuchen eine gréBere Harnmenge abscheidet. Da diese © 
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Tabelle IV. 
Harnstoffversuche. 
ee | ChKon. 
Vow Datum Arterie Pfortader Harnmenge Bl Bemeshungen 
> 1925 com/h cem/h com h Proz. 
69 7, ae. 45 59 0,4 0,08 Versuch mit Sauerstoff 
27 27 0,15 0,09 
44 59 0,25 0,09 
40 30 0,45 0,08 
Harnstoff — Ringer 1:200. 
55 52 07 | O12 
55 57 0,6 0,10 Zucker — 
109 18, ITT. 61 84 0,93 0,39 Versuch mit Anoxy- 
44 92 1,18 0,39 biose 
46 77 0,60 0,40 
34 62 0,86 0,40 
Harnstoff — Ringer 1: 200. 
| | 32 49 068 | 045 
i 31 41 0,55 0,41 Zucker + 
112 | 20. IIT. 46 16 0,42 0,36 Versuch mit Anoxy- 
29 12 0,48 0,35 biose 
31 24 0,62 0,43 
36 18° 0,66 0,39 
Sublimat 1:2 Millarden. 
29 15 0,53 0,40 
33 19 0,25 0,338 | 
52 a..4 48 46 0,13 0,28 Versuch mit Cyan 
m/2000 Na C N-Ringer. 
56 62 0,4 0,29 
NaC N-Ringer + Harnstoff 1: 500. 
57 60 0,9 0,30 
57 58 13 031 
65 5. Il 54 39 0,5 | 07 Versuch mit Cyan 
52 63 | 07 0,07 
m/2000 NaC N-Ringer. 
78 50 1,15 0,08 
78 28 1,20 0,13 
m/2000 NaC N-Ringer + Harnstoff 1: 500. 
63 46 0,75 0,12 | 
i 51 28 0,70 0,13 Zucker — 
62 i 30. I. 22 40 0,5 0,07 Versuch mit Cyan 
I 20 18 04 0,08 
m,2000 NaC N-Harnstoff, 
| & 53 12 | 0,12 | 
| 44 88 15 O17 | 
m/2000 NaC N-Harnstoff + 1: 500. 
36 36 15 0,19 


23 32 15 0,22 Zucker — 
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Wirkung auf eine Herabsetzung der Salze und Wasser resorbierenden 
Tubuluszellen zuriickzufiihren ist, darf nach den Versuchen von Richards 
als richtig angesehen werden. Untersucht man an diesen nur noch ein 
Glomerulusfiltrat absonderer Nieren, die Wirkung von Coffein, Sublimat 
und Harnstoff, so findet sich die diuretische Wirkung von Coffein er- 
halten. Die Zunahme des ,,Glomerulusfiltrats“ macht also eine Wirkung 
des Coffeins auf den Glomerulus wahrscheinlich. Daraus, daB Sublimat 
nur in geringem Mae oder gar nicht den Harn der anoxybiotischen 
Niere steigert, wird eine Wirkung auf die Glomeruli ausgeschlossen 
und eine die Resorption der Tubuluszellen herabsetzende Wirkung 
wahrscheinlich. Auf Harnstoff verengern sich die GefiBe der Nieren- 
arterie und Nierenpfortader ; die dadurch hervorgerufene Herabsetzung 
der Diurese vereitelt die beabsichtigte Analyse. 
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Versuche 
iiber die Empfindlichkeit der Blutgefibe des Frosches 
gegen Adrenalin. 


Von 
Yoshimori Okuyama’). 
(Aus dem pharmakologischen Institut zu Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 21. Mai 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der Bearbeitung der die inneren Sekrete betreffenden Fragen 
sind Methoden der quantitativen Messung der inneren Sekrete von 
hoher Empfindlichkeit erwiinscht. Die in dieser Arbeit beschriebenen 
Versucbe gingen von der Hoffnung aus, die Empfindlichkeit des Frosch- 
gefaBpriparats experimentell auf eine solche Héhe zu treiben, dab 
dies Priparat zum Nachweis kleinster Adrenalinmengen brauchbarer 
wiirde als es bisher ist. 

Bisher wirkt auf die Sicherheit der Auswertungen stérend ein, 
daB die spontane Empfindlichkeitssteigerung, die im Laufe der Zeit 
bekanntlich bei diesem Priparat zu beobachten ist, sehr groBen 
individuellen Schwankungen unterliegt, und daB man nur _selten 
Praparate von héchster Empfindlichkeit erhalt. 

Auf die verschiedenen Arbeiten, die sich mit der Frage der spontanen 
Empfindlichkeitssteigerung des FroschgefaBpraparats beziehen, sei 
bei den einzelnen Abschnitten dieser Arbeit hingewiesen. Hier sei nur 
betont, daB ein fiir das Ansteigen der Empfindlichkeit besonders 
wichtiger Faktor unlingst von Stuber, Russmann und Proebsting?) 
sichergestellt wurde : Die Einwirkung von Adrenalin macht das Praparat 
iiberempfindlich gegen eine nachfolgende Adrenalingabe. Inzwischen 
hat Nikolaeff*) unter Anitschkoff in ganz eindeutig verlaufenden Ver- 


1) Dr. Okuyama muBte wegen schwerer Erkrankung vorzeitig die Riick- 
reise in seine Heimat antreten. Er sollte die Heimat nicht wiedersehen; 
auf der Reise erlag er seinem Leiden, von allen, die den strebsamen Forscher 
kennengelernt haben, aufrichtig bedauert. 

2) B..Stuber, A. Russmann und E. A. Proebsting, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 82, 396, 1923. 

8) M. P. Nikolaeff, Zeitschr. f. d. ges, exper. Med, 48, 310, 1926. 
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suchen am Kaninchenohrpraparat gezeigt, dab wiederholte Adrenalin- 
einwirkungen eine mehr und mehr zunehmende Steigerung der Adrenalin- 
empfindlichkeit herbeifiihrt. Die gleiche Erfahrung hatte tibrigens 
auch Bréking in seiner gemeinsam mit 7'rendelenburg') durchgefiihrten 
Arbeit gemacht (er publizierte sie aber nicht). Um zu méglichst hoher 
Adrenalinempfindlichkeit zu gelangen, pflegte er zunachst eine hohe 
Adrenalingabe, die das Priparat lange Zeit zu maximaler Verengerung 
erregte, einzuspritzen. Auf die Frage, ob das Adrenalin selbst oder die 
aus ihm entstehenden Zerfallsprodukte, wie Stuber und Mitarbeiter 
annehmen, die Sensibilisierung herbeifiihren [s. hierzu auch Hiilse*)}, 
sei hier nicht naher eingegangen. 

Nach den Erfahrungen dieses Instituts scheint aber diese Sensibili- 
sierung der GefaiBe gegen Adrenalin durch Adrenalin nicht der einzige 
Weg zu sein, um zu vermehrter Adrenalinempfindlichkeit zu gelangen. 
Auch das ohne Adrenalineinwirkungen belassene Priparat erweist sich 
nach langer anhaltender Ringerdurchstrémung weit adrenalinempfind- 
licher, als die Priparate sie im Beginn der Ringerdurchstrémung zu 
besitzen pflegen. 

Alle meine Versuche habe ich an Rana esculenta ausgefiihrt. 


1, Einflu8 der Entnervung auf die Adrenalinempfindlichkeit der FroschgefaiBe. 


Die Tatsache, da8 die Durchtrennung des Ischiadicus nach einiger 
Zeit die BlutgefaBe der Eskulenten starker auf Adrenalin reagieren macht, 
ist seit Pearces Untersuchungen*) bekannt. Er gibt an, da8 langere Zeit 
nach der Durchtrennung die GefaéBpraiparate eine sehr hohe Adrenalin- 
empfindlichkeit zeigen kénnen. 

Am OhrgefaSpriparat des Kaninchens konnte kiirzlich Shimidzu*) 
nachweisen, daB die Anfangsempfindlichkeit der GefiBe eines Ohres, 
dessen postganglionire Bahnen seit 3 bis 12 Tagen ausgeschaltet worden 
waren, bis achtmal so groB ist, wie die des normal innervierten Ohres der 
anderen Seite. 

Ich habe bei Fréschen den Nervus ischiadicus einseitig durchschnitten 
oder die Bauchgangjienkette einseitig‘entfernt und nach wenigen Tagen: 
bis zu 7 Wochen nachgesehen, wie sich die Adrenalinempfindlichkeit auf 
der entnervten und der normalen Seite verhielt. Dabei wurden beide 
Beine von der gleichen Vorratsflasche aus gemeinsam durchstrémt, aber 
der Abflu8 aus beiden Venen getrennt aufgefangen. 

Ich fand, daB erst nach 1 Woche das entnervte Bein einigermaBen 
regelmaBig starker reagierte als das normale Bein, wenn in die sie durch- 
strémende Ringerlésung 0,3ccm geeignet verdiinnter Adrenalinlésung 
eingespritzt wurde. Eine Woche nach der Durchtrennung des Ischiadicus 


1) E. Bréking und P. Trendelenburg, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 108, 
168, 1911. 

*) W. Hiilse, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 30, 240, 1922. 

3) R.G. Pearce, Zeitschr. f. Biol. 62, 243, 1913 

*) K Shimidzu, Arch, f. exper. Pathol. u. Pharm. 104, 254, 1924. 
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fand sich in fiinf von elf Versuchen ein starker Unterschied zugunsten des 
entnervten Beines, in den iibrigen sechs Versuchen kein sicherer Unterschied ; 
war eine Woche zuvor die sympathische Ganglienkette entfernt worden, 
so lagen die Dinge ebenso: zweimal von fiinf Versuchen starke Empfindlich- 
keitssteigerung, dreimal kein sicherer Unterschied. 

Wenn seit der Entnervung oder seit der Entfernung des sympathischen 
Grenzstranges 2, 3 oder 4 Wochen zuriicklagen, so war ausnahmslos (zehn 
Versuche) das entnervte Bein erheblich empfindlicher als das Normalbein 
(Abb. 1). In vergleichenden Versuchen stellte ich fest, daB etwa gleich 
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Abb. 1. 


Steigerung der Adrenalinempfindlichkeit am Froschbein nach Durchtrennung des 
gleichseitigen Ischiadikus (linke Kurven) bzw. nach Entfernung des Grenzstranges 
(rechte Kurven). — Das rechte Bein liegt auf der Seite der Operation. 


starke GefaiBverengerungen zustande kommen, wenn vier- bis achtmal 
kleinere Adrenalinmengen auf das entnervte Bein einwirkten. 


Die héhere Empfindlichkeit ist also nach Entnervung regelmabig 
vorhanden. Aber die Erhéhung halt sich in maéBigen Grenzen, und es ist 
ausgeschlossen, daB die groBe spontane Empfindlichkeitssteigerung, die ein 
normales Froschpraéparat im Laufe der Durchstrémung zeigen kann, etwa 
einfach die Folge davon ist, daB sich postmortal analoge Verainderungen 
an der GefiSmuskulatur abspielen, wie sie im Leben nach der Nerven- 
durchtrennung zu sehen sind. In diesem Ergebnis stimmen meine Versuche 
mit den Angaben Shimidzus iiberein, der am Kaninchenohrpraparat analoge 
Versuche machte. Auch habe ich mich davon iiberzeugt, daB die spontane 
Empfindlichkeitssteigeruig waihrend der Durchstrémung gegen Adrenalin 
am entnervten Froschbein keineswegs fehlt, sondern daB auch hier die 
Verhialtnisse so liegen, wie sie Shimidzu am Ohrpraparat fand. 


Fiir die Praxis der Adrenalinauswertungen am FroschgefaSpraparat 
ergibt sich also, daB das Arbeiten am entnervten Bein keine sehr wesentlichen 
Vorziige hat. 


2. Einflu8 der Kationen der Ringerlésung auf die Adrenalinempfindlichkeit 
der BlutgefaBe. 


Uber die Abhangigkeit der Adrenalinempfindlichkeit von den Kationen 
der die GefaBe durchspiilenden Salzlésung liegen mehrere Angaben vor, 
die sich aber zum Teil widersprechen. Die Héhe des Ca-Gehalts ist nach 
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Schmidt'y und Hiilse*) von Bedeutung. Nach Schmidt wirkt die einmalige 
Injektion von 0,01 Proz. CaCl, hemmend auf die Adrenalinempfindlichkeit 
des FroschgefaBpraiparats, und ebenso wird die Adrenalinwirkung abge- 
schwacht, wenn das Préparat dauernd mit einer zehnfachen Ca-Gehalt 
aufweisenden Ringerlésung durchstrémt wird. MHiilse machte ahnliche 
Beobachtungen wie Schmidt. Dagegen beobachtete Alday-Redonnet*) 
bei einem Plus von 0,2 Proz. CaCl, in bicarbonatfreier Lésung_ eine 
Empfindlichkeitszunahme. SchlieBlich gibt Leites*) an, daB am Kaninchen- 
ohre Adrenalin bei einer Durchstrémung mit 0,8 statt mit 0,2 Proz, CaCl, 
starker wirke. 

In meinen Versuchen wurde der Ca-Gehalt der durch das eine Bein 
strémenden Salzlésung auf das Zwei-, Vier- und Achtfache der durch das 
andere Bein strémenden Normalringerlésung gebracht. Die Adrenalin- 
empfindlichkeit und deren Zunahme war auf beiden Seiten nahezu die 
gleiche, nur bei achtfacher Ca-Konzentration wirkte Adrenalin etwas 
schwacher. 

Bei vélligem Ca-Mangel ist nach Schmidt das Froschpraparat besonders 
adrenalinempfindlich, wahrend Medici5) am Froschpriparat und Leites 
am Kaninchenohr nur eine Abnahme der Adrenalinwirkungen feststellte. 
Stuber und Mitarbeiter sowie Hiilse weisen darauf hin, daB citrathaltige, 
also an Ca-Ionen arme Ringerlésung zu hohen Adrenalinempfindlichkeiten 
fiihrt. 

Ich reduzierte den Ca-Gehalt der das eine Bein durchstrémenden 
Lésung auf 4%, 4 und !/, und fand keine eindeutigen und ausgesprochenen 
Unterschiede in der Adrenalinempfindlichkeit dieses Beines im Vergleich 
zum anderen mit Normalringer durchstrémten Bein. 

Von ahnlich untergeordneter Bedeutung erwies sich die Menge der 
K-Ionen, wie auch Leites angibt. 

Schmidt sah nach K-Vermehrung eine Abschwachung oder Umkehr der 
Adrenalineinwirkung, bei K-Mangel eine Steigerung. Nach Alday-Re- 
donnet bewirkt dagegen eine Vermehrung der KCl-Menge auf 1 Prom. 
eine hervorragende Sensibilisierung gegen Adrenalin, Hiilse gibt an, daB 
eine 0,05 oder 0,1 Proz. KCl enthaltende 0,7 proz. NaCl-Lésung zu besserer 
Adrenalinempfindlichkeit fiihrt, als die reine NaCl-Lésung. 

Ich steigerte den K-Gehalt der Ringerlésung auf das Zwei-, Vier- und 
Achtfache, verminderte ihn andererseits auf %, 4% und '/, und fand, da8 
diese Anderung der Ringerlésung, die wieder nur das eine Bein betraf, 
wahrend das andere mit Normalringer gespeist wurde, ohne sicheren Einflu8 
auf Adrenalinanfangsempfindlichkeit und auf die Zunahme der Adrenalin- 
empfindlichkeit war. 


8. Uber den Einflu8 der Reaktion auf die Adrenalinempfindlichkeit 
wird iibereinstimmend berichtet, daB das Fortlassen des Bicarbonats aus 
der Ringerlésung zu einem raschen Verlust der Anspruchsfaihigkeit des 
Froschpraparats auf Adrenalin fiihrt, und daB das Optimum der Adrenalin- 


') A. K. Schmidt, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 89, 144, 1921. 
*) W. Hiilse, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 30, 240, 1922. 

3) Th. Alday-Redonnet, diese Zeitschr 110, 306, 1920. 

*) S. Leites, Zeitschr. f d. ges. exper. Med. 44, 319, 1925. 

5) G. Medici, diese Zeitschr. 151, 133, 1924. ) 
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wirksamkeit bei etwa py 8 bis 9 gelegen ist [Schmidt, Hiilse, Alday-Re- 
donnet, Leites, Alpern'), Medici]. 

Alday-Redonnet weist darauf hin, da8 bei dauernder Durchstrémung 
des Froschpraéparats mit bicarbonathaltiger (normaler) Ringerlésung die 
Reaktion der abflieBenden Lésung, die anfangs auf der sauren Seite liegt, 
sich mehr und mehr nach der alkalischen Seite hin verschiebt, und er ver- 
mutet, daB die zunehmende Alkalisierung des Praparats in ursachlicher 
Beziehung zur spontanen Zunahme der Adrenalinempfindlichkeit der Pra- 
parate im Verlaufe der Durchspiilung stehe. 

Ich erwartete deshalb, daB bei der Durchstrémung des einen Frosch- 
beins mit einer Ringerlésung, bei der das NaHCO, durch Na,CO, ersetzt 
wurde, wodurch also die Bedingungen zu rascher Alkalisierung des Pra- 
parats verbessert wurden, die GefiBe dieses Beines eine héhere Anfangs- 
empfindlichkeit und besonders eine raschere Zunahme der Empfindlichkeits- 
steigerung zeigen wiirden. 

Unter vier Versuchen reagierte das mit sodahaltiger Ringerlésung 
durchspiilte Bein aber nur zweimal im Beginn wesentlich stairker als das 
andere mit bicarbonathaltiger Ringerlésung gespeiste Bein, wahrend in 
den beiden anderen Versuchen kein erheblicher Unterschied zu erkennen 
war. In allen vier Versuchen war der einige Stunden lang verfolgte Anstieg 
der Adrenalinempfindlichkeit auf beiden Seiten fast der gleiche und auf der 
Sodaseite nicht begiinstigt. 

So wird durch meine Versuche die Theorie von Alday-Redonnet nicht 
gestiitzt, und es erscheint mir ausgeschlossen, daB das MaB der Alkalisierung 
des Praparats allein bestimmend sein kénnte fiir die Spontansensibilisierung 
der Praparate. 


4. Einflu8 des Serums auf die Adrenalinempfindlichkeit. 


Die bisher beschriebenen Versuche, die ich anstellte, haben also keine 
Anhaltspunkte dafiir gegeben, daB den anorganischen Bestandteilen der 
Durchstrémungsfliissigkeit eine ausschlaggebende Bedeutung bei dem Zu- 
standekommen des Phinomens der Spontansensibilisierung zukommt. 
Ich wandte mich deshalb dem Studium der Bedeutung der organischen 
Bestandteile der Gewebe und des Blutes zu. A priori ist anzunehmen, daB 
die dauernde Durchstrémung der BlutgefiBe mit Ringerscher Lésung den 
kolloidalen Zustand der Eiwei8kérper, Lipoide und anderer kolloidaler, 
in dem GefaéSmuskel enthaltener Substanzen verindert. Es war denkbar, 
daB mit einer durch die Kolloidfreiheit der Lésung bedingten Zunahme 
der Labilitaét der Gewebskolloide die Sensibilisierung zusammenhinge. 

Eine soiche Stérung der kolloidalen Struktur der GefiSmuskulatur 
muB ausbleiben oder doch geringer sein, wenn man das GefaBsystem mit 
unverandertem arteigenen Blutserum durchstrémt. Ein soleher Versuch 
st6Bt aber nicht nur deshalb auf groBe Schwierigkeiten, weil es nicht méglich 
ist, geniigende Mengen Froschserums zu gewinnen, sondern es stellt sich ihm 
die weitere Schwierigkeit entgegen, daB das arteigene Serum auf die Blut- 
gefaBe stark verengernd wirkt. 

Ich verwandte zur Durchstrémung des einen Beines vorwiegend 
Pferdeserum, von dem bekannt ist, da es eine relativ sehr geringe gefaB- 
verengernde Wirksamkeit auf die FroschgefaBe entfaltet. Das Serum wurde 


1) D. Alperh, Arch. f. d. ges. Physiol. 205, 578, 1924. 
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in wechselndem Verhaltnis mit Ringerlésung verdiinnt, nachdem es durch 
Zusatz von 30ccm Wasser zu 100 ccm froschisoton gemacht worden war. 
Durch das andere Bein wurde serumfreie Ringerlésung geleitet. 
Bei dieser Anordnung traten zwei Tatsachen in Erscheinung. Einmal 
wirkt Adrenalin im Beginn des Versuchs in der Regel auf der Serumseite 
die Ringerlésung enthielt hier 20 Proz. Serum — erheblich schwacher, 
und zweitens ist die Empfindlichkeitszunahme auf der Serumseite eine 
geringere als auf der Ringerseite. Aber es gelingt keineswegs, die Empfind- 
lichkeitszunahme durch die dauernde Serum-Ringerdurchspiilung zu ver- 
hindern, und beim Umstellen der seit langerer Zeit durch das eine Bein 
flieBenden reinen Ringerlésung auf Serumringer ist héchstens nur eine 
unbedeutende Abnahme der in die Héhe gestiegenen Sensibilitét zu finden. 
Bei diesen Versuchen machte ich eine eigenartige Beobachtung. Wenn 
namlich die zu injizierende Adrenalinlésung nicht in Ringerlésung gelést 
eingespritzt wurde, sondern die Adrenalinverdiinnung mit destilliertem 
Wasser bereitet wurde, so traten die Unterschiede auf beiden Seiten viel 
starker in Erscheinung. Ich habe 17 derartige Versuche mit Serumver- 
diinnungen 1:10 bis 1: 1200 angestellt. In keinem Versuch zeigte das 
Serumbein die stérkere Empfindlichkeit oder raschere Empfindlichkeits- 
zunahme, nur in vier Versuchen war eine sichere Verstérkung der Reaktion 
des Serumbeines zu sehen, in den iibrigen 13 Versuchen reagierte das 
Serumbein viel schwacher auf die Adrenalinjektionen als das Ringer- 
bein, auch war die Empfindlichkeitszunahme des ersteren méist die starkere 
(Abb. 2). Diesen Befund hatte ich auch bei je einem Versuch mit Katzen-, 
Kaninchen-, Froschserum 1: 1000 (diese Versuche sind in den oben ge- 
nannten Zahlen enthalten). 
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Abb. 2. 
Der Zusatz von Pferdeserumn 1:40 zur Ringerlésung verringert den 
Anstieg der Adrenalinempfindlichkeit. Das Kontrollbein (rechtes Bein) 
wird mit Ringerlésung durchstrémt. (Ad lin in di Versuch 
in dest. Wasser eingespritzt.) 





Warum die Differenz zwischen Serum- und Ringerbein so vie] deutlicher 
in Erscheinung tritt, wenn das Adrenalin in destilliertem Wasser gelést 
gegeben wird, als wenn es in der Durchspiilungsfliissigkeit injiziert wird, 
vermag ich nicht zu sagen. Am Normalpraparat wirkt iibrigens Adrenalin 
in destilliertes Wasser eingespritzt erheblich schwiicher, wie die gleich 
starke Lésung in Ringer. 

Die Versuche lassen meines Erachtens den SchluB zu, daB die Durch- 
strémung der GefaBe mit Serum- Ringer die Empfindlichkeit gegen Adrenalinreiz 
und besonders gegen den Reiz Adrenalin + destilliertes Wasser abzuschwdchen 
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die Tendenz hat, und daB die Empfindlichkeitszunahme bei solcher Durch- 
strémung vermindert ist. Diese Verminderung ist aber keine so starke, daB 
man sagen kénnte: der Mangel der Serumkolloide in der Ringerlésung ist die 
Ursache der spontanen Sensibilitdtssteigerung. 

Mit der Frage iiber den EinfluB von Blutplasma oder Serum auf die 
Adrenalinempfindlichkeit haben sich hauptsiachlich Moog!) sowie Stuber, 
Russmann und Proebsting beschaftigt. 

Moogs Angaben decken sich nicht mit unseren Befunden, Nach Moog 
soll abgestandenes Serum (des Menschen) auch bei starker Verdiinnung 
mit Ringerlésung (1: 150 z. B.) die Wirkung eingespritzten Adrenalins 
verstirken; die Serumverdiinnung wurde in diesen an Eskulenten aus- 
gefiihrten Versuchen laingere Zeit hindurch eingeleitet. Citratplasma 
hingegen lieB in den Verdiinnungen | : 25 bis 1 : 150 diese sensibilisierende 
Wirkung vermissen. 

Nach Stuber, Proebsting und Russmann hat aber gerade das eine 
Zeitlang gestandene Citratblut eine besonders starke sensibilisierende 
Wirkung, wabrend altes Serum und altes Plasma keine so sichere wirksam- 
keitssteigernde Wirkung entfalteten. Diese Feststellungen beziehen sich 
auf Versuche, in denen das Serum usw. teils dauernd durchstrémt wurde, 
teils einmal oder mehrere Male injiziert worden war. Ich selbst habe keine 
Versuche mit Citratblut- oder Plasma vorgenommen. 

Nachdem so festgestellt worden war, da8 der Zusatz von Serum zur 
Durchstrémungsfliissigkeit den Anstieg der Adrenalinempfindlichkeit zu 
verlangsamen pflegt, habe ich durch acht Versuche zu entscheiden versucht, 
ob diese hemmende Wirkung durch dialysable oder adialysable Bestandteile 
des Serums bedingt ist. Serum wurde 24 Stunden lang gegen eine verhaltnis- 
maéBig geringe Menge physiologischer Kochsalzlésung dialysiert. Das 
Dialysat wurde unverdiinnt oder 1:2, 1:10, 1:15 und 1: 20 mit Ringer- 
lésung verdiinnt durch das eine Bein geleitet, wihrend das andere Bein 
normale Ringerlésung erhielt. In keinem der Versuche war der Unterschied 
so ausgesprochen, wie bei den Serumversuchen. Nur zweimal fand ich eine 
geringere Zunahme der Empfindlichkeit auf der Seite, die den Dialysen- 
inhalt erhielt, in den iibrigen Versuchen war iiberhaupt kein sicherer EinfluB 
zu sehen. Die die Empfindlichkeit und die Spontansensibilisierung 
hemmenden Serumbestandteile scheinen also schlecht dialysabel zu sein. 

DaB der EiweiBgehalt des Serums an sich die Hemmung der Spontan- 
sensibilisierung bewirkt, scheint mir nach acht Versuchen mit Casein un- 
wahrscheinlich. Casein wurde zu 1 Proz in Ringerlésung aufgelést. Nur 
in einem Versuch war die Adrenalinwirksamkeit auf der Casein-Ringerseite 
eine erheblich geringere, in den iibrigen Fallen fehlte ein eindeutiger Unter- 
schied. 


5. Einflu8 der Lipoide auf die Adrenalinempfindlichkeit. 


Vom iiberlebenden Froschherzen ist seit Clarks Untersuchungen be- 
kannt, daB die dauernde Speisung mit Ringerscher Lésung sehr bald einen 
Zustand der Hypodynamie erzeugt, der durch die Entziehung der Lipoide 
bedingt ist. Der Zusatz der Serumlipoide zur Ringerlésung hebt den hypo- 
dynamen Zustand wieder auf. 

Es erschien mir méglich, daB auch die Erscheinung der spontanen 
Sensibilisierung der GefaéSpraparate mit einer Lipoidverarmung zusammen- 


1) O. Moog, Arch, f. exper. Pathol. u. Pharm. 77, 346, 1914. 
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hangen kénne. Deshalb wurden einige weitere Versuchsreihen durchgefiihrt, 
in der das eine Bein mit lipoidhaltiger Ringerlésung, mit cholesterin- oder 
lecithinhaltiger Lésung durchstrémt wurden, wahrend das andere Bein 
normale Ringerlésung erhielt. Beide GefaSbahnen erhielten dann in der 
iiblichen Weise alle Stunde je eine iiberschwellige Adrenalindosis und es 
wurde nachgesehen, ob der Lipoid-, Cholesterin- oder Lecithingehalt von 
Einflu8 auf Anfangsempfindlichkeit und Empfindlichkeitszunahme war. 

Durch Soxlethextraktion von Serumpulver wurden die Lipoide ge- 
wonnen. Von der eingeengten atherischen Lésung wurde so viel zugegeben, 
daB 100 ccm Ringerlésung die in 5 bis 10 cem Serum enthaltenen Lipoide 
erhielt. Der Kontrollringerlésung, die das zweite Bein durchstrémte, wurden 
gleiche Athermengen zugegeben, so daB beide Beine mit 0,5 Proz. Ather 
in Ringer durchstrémt wurden. 

Ahnlich wie bei den oben erwahnten Durchstrémungen mit Serum- 
verdiinnungen, hatten die Lipoiddurchstrémungen den EinfluB, daB der 
Ausschlag einer Adrenalineinwirkung bald gegeniiber dem am Normalbein 
beobachteten Ausschlag zuriickblieb, d. h. die Empfindlichkeitssteigerung 
war eine geringere, blieb aber nicht véllig aus. (Abb. 3). Auch bei diesen 
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Abb. 3. 


Der Zusatz von Serumlipoiden zur Ringerlésung vermindert 
den Anstieg der Adrenalinempfindlichkeit (rechtes Bein 
Serumlipoidringerlésung, linkes Bein: Ringerlésung). 


Lipoidversuchen machte ich die Beobachtung, daB der Unterschied auf 
beiden Seiten immer (in neun Versuchen) viel staérker ausgeprigt war, wenn 
das Adrenalin nicht in der Durchstrémungsfliissigkeit, sondern in destil- 
liertem Wasser gelést injiziert wurde. 

Die Sattigung der Ringerlésung mit Cholesterin hemmte den Anstieg 
der Adrenalinempfindlichkeit nicht so sicher, wie die Sattigung mit Lipoiden. 
Nur in der HAalfte der sehr zahlreichen Versuche, in denen das eine Bein 
mit Cholesterinringer durchstrémt wurde (0,5 ccm atherischer Cholesterin- 
lésung wurde in 100 ccm Ringer gegeben, nach Umschiitteln wurde filtriert ; 
das andere Bein wurde mit 0,5 Proz. Ather-Ringer durchspiilt), verlangsamte 
der Cholesterinzusatz den Empfindlichkeitsanstieg. 

Ganz ahnlich waren die Ergebnisse mit Lecithin-Ringer. Oft war der 
Anstieg der Adrenalinempfindlichkeit abgeschwacht, aber in keinem Falle 
war er aufgehoben. 

So sind Lipoide zwar zweifellos von Einflu8 auf die Sensibilisierung der 
BlutgefaBe des Frosches, aber die Erscheinung der Spontansensibilisierung 
ist nicht nur die Folge einer Lipoidentziehung. 
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Zusammenfassung. 

Es wurden die Faktoren, die die spontane Empfindlichkeits- 
steigerung der FroschblutgefaiBe gegen Adrenalin bestimmen, naher zu 
analysieren versucht. 

Degeneration der GefaiBnerven durch zuvor ausgefiihrte Nerven- 
durchtrennung macht die BlutgefiBe des Frosches zwar wesentlich 
adrenalinempfindlicher, aber die im Verlauf einer lingeren Durch- 
strémung auftretende Spontansensibilisierung ist nicht beseitigt. 

Im Gegensatz zu anderen Untersuchern erwies sich eine Anderung 
des Ca- und K-Gehalts der Ringerlésung nach oben und unten als 
wenig bedeutsam fiir die Adrenalinempfindlichkeit, und ebenso lieB 
sich die Empfindlichkeit durch Vermehrung der Alkaleszenz nicht 
sicher begiinstigen. Dagegen wirken Zusatz von Serum und Serum- 
lipoiden hemmend auf die Empfindlichkeitszunahme der BlutgefaBe. 
Doch kann die Spontansensibilisierung nicht nur die Folge des Mangels 
von EiweiBkérpern und Lipoiden in der Ringerlésung sein, denn auch 
bei Serumdurchstrémung steigt die Adrenalinempfindlichkeit, wenn 
auch verlangsamt an. Es gelang also nicht, das Wesen der Spontan- 
sensibilisierung restlos aufzuklaren. 








Versuche 
iiber die Wirksamkeit der Nebenschilddriisenausziige des Handels. 


Von 
Marialuis Kohler. 
(Aus dem pharmakologischen Institut zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 21, Mai 1926.) 


Bekanntlich hatten die Versuche, die Tetanie im Tierversuch oder 
bei tetanischen Patienten durch Zufuhr von Nebenschilddriisensubstanz 
oder von Nebenschilddriisenausziigen zu heilen, bis vor kurzem voll- 
kommen unsichere Ergebnisse Neben sparlichen Angaben iiber giinstige 
Erfolge itiberwogen die Berichte iiber MiBerfolge. (Die Literatur ist in 
Biedls Innere Sekretion, 2. Aufl., angefiihrt.) 

Langere Zeit, ehe Collip') seine Mitteilung iiber die Gewinnung 
eines den Kalkstoffwechsel des Tetanischen und des Gesunden beein- 
flussenden Hormons aus den Epithelkérperchen machte und damit 
als erster sicherstellte, daB die Epithelkérperchen ein den Kalkstoff- 
wechsel regulierendes Hormon enthalten, unternahm Fefzer ?) in diesem 
Institut eine Reihe von Versuchen, die die Wirksamkeit der Substitu- 
tionstherapie auf die experimentelle Tetanie betrafen. Bei Katzen 
wurden die Epithelkérperchen samt Schilddriisen entfernt und nach 
ausgebrochener Tetanie wurden Epithelkérperchen transplantiert oder 
Ausziige aus den Epithelkérpegchen injiziert. Der Erfolg wurde am 
Ca-K-Gleichgewicht des Serums dieser Katzen bestimmt. Wie von 
Trendelenburg und Goebel*) angegeben wurde, lieB Fetzer die Serum- 
proben, die vor und nach Beginn der Therapie entnommen wurden, 
auf das ausgeschnittene Froschherz einwirken. Eine Vermehrung der 
Ca-Ionen lieB sich nur in einem Teil der Transplantationsversuche 
nachweisen, wihrend die Ausziige nur ausnahmsweise giinstig ein- 
wirkten. 


1) Collip, Journ. of biol. Chem. 68, 395, 1925. 

2) Fetzer, nicht gedruckte Dissertation. Freiburg i. Br., 1924. 

3) Trendelenburg und Goebel, Arch. f. exper. Pathol. und Pharm, 89, 
171, 1921. 
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Durch Collips Versuche, die von anderen?) bestatigt wurden, ist nun 
bekannt, da zur Gewinnung wirksamer Extrakte eine Siurehydrolyse 
des Driisenmaterials vorgenommen werden mu, und daB8 nur recht 
groBe Mengen verarbeiteten Driisenmaterials den Ca-Gehalt der 
tetanischen oder normalen Tiere in die Héhe treiben. Die geringen 
Erfolge Fetzers erkliren sich also durch die Tatsache, daB er keine 
Saurehydrolyse vornahm und relativ wenig Epithelkérperchen in- 
jizierte. 

Ich habe nun eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt, die die fiir die 
medizinische Praxis nicht unwichtige Frage entscheiden sollten, ob 
die zurzeit im Handel zu erhaltenden Epithelkérperchenausziige das 
wirksame Hormon enthalten, und ob sich aus dem im Handel er- 
haltlichen Trockenmaterial von Epithelkérperchen wirksame Extrakte 
gewinnen lassen. 

Nachdem Collip nachgewiesen hat, da wirksame Parathyreoid- 
extrakte auch bei normalen Hunden eine Vermehrung des Serumkalkes 
herbeifiihren, die so weit gehen kann, daB statt des normalen Wertes 
von rund 10 mg-Proz. Ca bis 23 mg-Proz. vorhanden sind, und daB schwere 
Hyperkalkaimievergiftungen (Apathie, Koma, Ted) eintreten kénnen, 
konnte auf die Erzeugung experimenteller Tetanie verzichtet werden. 
Vielmehr wurde bei normalen Katzen und Hunden der Blutkalkgehalt 
fortlaufend verfolgt. Katzen erwiesen sich iibrigens fiir diese Versuche 
weit weniger geeignet als Hunde, die ich spiter allein verwandte. 
Die Tiere erhielten wihrend der Versuchsdauer eine gleichmaBige Kost 
aus Krankenhauskiichenabfall. 

Zur Kalkbestimmung im Serum hielt ich mich an die relativ ein- 
fache und genaue Methode von Tisdall in der von Collip und Clark 
modifizierten Form. In 2 ccm verdiinnten Serums wird mit Ammon- 
oxalat das Ca gefallt, der abzentrifugierte Bodensatz von Ca-Oxalat 
wird mit verdiinntem Ammoniak gewaschen. Die durch Zusatz von 
Schwefelsiure frei gemachte Oxalsiure wird mit n/100 Kaliumper- 
manganat bei 70° titriert. Da die Methode infolge der geringen absoluten 
Ca-Mengen relativ groBe Fehlerbreite hat, wurden immer mindestens 
zwei, oft drei Parallelbestimmungen ausgefiihrt, in den Protokollen 
fiihre ich den Mittelwert an. 


1. Versuche mit Ausziigen aus Epithelkérperchen nach Collip. 
Fiir diese Vorversuche verwandte ich Epithelkérperchen vom Pferde, 
die im Schlachthaus abpripariert und auf Eis gesammelt wurden. 
Die Ausziige bereitete ich nach den Angaben Collips oder nach den Angaben 


1) Ellingson, Bell und Hanson, Proc. Soc. biol. Med, 21, 1924; 
Beermann, ebendaselbst 21, 456, 1924; Collip, Clark und Leott, Journ. 
of. biol Chem, 68, 439, 1925; Collip und Clark, ebendaselbst 64, 485, 1925. 
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von Hanson. Ich fand dabei die von den amerikanischen Autoren zuerst 
nachgewiesene erhebliche Steigerung des Blut-Ca, die nach wiederholten 
subkutanen Injektionen des vor der Einspritzung neutralisierten Auszuges 
allmahlich einsetzte, aber in meinen Versuchen, bei denen insgesamt bis 
neun Epithelkérperchen eingespritzt wurden, nie so hohe Grade erreichte, 
als sie Collip (nach gr6éBeren Dosen) erhalten hat. 

Ein Protokoll dieser Versuchsreihe, die ich gemeinsam mit Dr. Schulten 
und Dr. Reinert durchfiihrte, findet sich in der Publikation von Hans 
Schulten'), so daB hier auf nahere Wiedergabe verzichtet werden kann. 
Bemerkt sei, daB wir, wie Schulten schon erwahnt, nicht selten vor dem 
Ansteigen des Blut-Ca ein voriibergehendes geringes Absinken beobachtet 
haben. 


2. Versuche mit Parathyreoidextrakten des Handels und mit Ausziigen 
aus Epithelkérperchenpulver des Handels. 


Im ganzen habe ich vier Handelsausziige untersucht. Von einer 
Nennung der Firmen nehme ich Abstand, da wohl alle Firmen zurzeit 
bemiiht sind, die Wertigkeit ihrer Extrakte zu verbessern, und da zu hoffen 
ist, daB bald die jetzt noch unwirksamen Praparate durch wirksame ersetzt 
sein werden. 


Prdparat I. Eine Katze erhailt im Laufe von 11 Stunden 20 ccm des 
neutralisierten Auszuges subkutan. 

Serum-Ca: vorher = 11,3 mg-Proz., am Ende der Injektionsperiode 
= 10,3 mg-Proz., 15 Stunden nach Ende derselben 8,8 mg-Proz. 

Also gab die Einspritzung keine Erhéhung, sondern eine leichte Senkung 
des Blutserum-Ca. 

Ein junger Hund erhilt innerhalb 6 Stunden insgesamt 14 ccm eines 


neutralisierten Auszuges aus Epithelkérperchen. Serum-Ca: vorher 
= 10,7 mg-Proz., am Ende der Injektionsperiode = 9,5 mg-Proz., 16 Stun- 
den nach Ende derselben = 10,4 mg-Proz., 24 Stunden nach Ende der 


Injektionen 7,8 mg-Proz. und je 24 Stunden spater 8,5, 10,1 und 8,2 mg-Proz. 
Es fehlte also wieder eine Ca-steigernde Wirkung dieses Auszuges. 


Prdparat II. Eine Katze erhalt auf einmal 10 ccm des neutralisierten 
Auszuges subkutan. 


Serum-Ca: vorher = 11,1 mg-Proz., 8 Stunden nach der Injektion 
11,4 mg-Proz., 24, 30, 54 Stunden nach der Injektion = 10,6, 11,2, 11,1 mg- 
Proz. 


Einem jungen Hunde werden innerhalb 11 Stunden 30 ccm des gleichen 
Auszuges neutralisiert eingespritzt. 

Serum-Ca: vorher = 10,0 mg-Proz., am Ende der Injektionsperiode 
= 8,9 mg-Proz., 26 Stunden nach Ende derselben 8,8 mg-Proz. 

Auch dieser Auszug hatte also eher eine Ca-erniedrigende als erhéhende 
Wirkung. 


Prdparat III. Ein junger Hund (7 kg) erhalt 8cem des Auszuges 
subkutan und je 2 cem 15, 16, 17 und 18 Stunden nach der ersten Injektion. 

Serum-Ca: vorher = 11,0 mg-Proz., 15 Stunden nach Beginn der 
Injektionen 12,8 mg-Proz., 39 Stunden nach Beginn der  Injektionen 
12,7 mg-Proz., weitere 30 Stunden spater 11,3 mg-Proz. 


1) H. Schulten, Klin. Wochenschr. 4, 1925, Nr. 52. 
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Ein junger Hund von 14 kg erhalt auf einmal 20 cem des Auszuges 
subkutan. 

Serum-Ca: vorher = 9,6 mg-Proz., 14 Stunden nach der Injektion 
10,4 mg-Proz., 24 Stunden nach der Injektion 9,3 mg-Proz. 

Dieser Auszug hatte eine ganz unbedeutende erhéhende Wirkung auf 
den Serumkalkgehalt. 

PrdparatIV. Ein junger Hund (8kg) erhalt subkutan auf einmal 
12cem des Auszuges = 1,2 g frische Driise. 

Serum-Ca: vorher = 11,8 mg-Proz., 15 Stunden nach der Injektion 
= 12,0 mg-Proz. 1, 2, 3, 4, 6, 7 Stunden nach der zweiten Serum-Ca-Be- 
stimmung werden nochmals je 2 ccm des Auszuges eingespritzt. 8 Stunden 
nach Wiederbeginn der Injektionen = 12,2 mg-Proz., 16 Stunden spater 
= 12,1 mg-Proz. 

Der Auszug hatte also trotz der groBen Driisenmenge, die in ihm ent- 
halten war, = 2,4g Parathyreoidtrockensubstanz, keinen nennenswerten 
EinfluB auf den Kalkgehalt des Blutes. 


8. Einflu8 des Himokrinin Blum auf den Blut-Ca-Gehalt. 


F. Blum') hat nachgewiesen, da8 der Ausbruch von Krampfen bei 
epithelkérperberaubten Tieren durch Verfiitterung mit Blut oft verhindert 
werden kann. Er nimmt an, daB das im Blute enthaltene Epithelkérper- 
hormon diese Schutzwirkung déuBert. Hamokrinin ist ein das Hormon 
enthaltendes Bluttrockenpraparat. 

In einem kurzfristigen Versuch hatte das Hamokrinin keine Wirkung 
auf die Blutserumkalkmenge. 

Praparat Hdmokrinin. Ein junger Hund erhilt im Abstand von 
5 Stunden je zehn Tabletten Hamokrinin mit der Schlundsonde 

Serum-Ca: vorher 10,6 mg-Proz., 22, 54 und 74 Stunden nach der 
ersten Tablettengabe: 10,1, 10,2 und 10,6 mg-Proz. 

Hamokrinin hatte also keinen den Blutplasma-Ca erhéhenden Einflu8. 


Zusammenfassung. 


Keines der Parathyreoidpriaparate des Handels hatte eine sichere 
Wirkung auf den Serumkalkgehalt. 


1) F. Blum, Arch. f. d. ges. Physiol. 208, 316, 1925. 








Einige Beobachtungen iiber das Verhalten 
der Esterase bei der Autolyse der Leber. 
Von 
Hans Kosterlitz und Helmut Petow. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Charité zu Berlin.) 
(Eingegangen am 27, Mai 1926.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 
Es ist eine lange bekannte Tatsache, daB das aus der Leber ge- 


wonnene lipolytisch wirkende Ferment sehr lange haltbar ist. So 
finden J. H. Kastle und A. S. Loewenhart (1) bei ihrer Darstellungsweise 


des Enzyms — Zerreiben des Organs mit Sand und Extrahieren mit 
Wasser, Kolieren durch ein Leintuch, wobei Gewebsstiickchen ins 
Filtrat gehen — nicht nur keine Verminderung des Enzymgehalts 


innerhalb 48 Stunden, sondern eine recht stattliche Vermehrung. 
Bemerkenswert ist dabei, daB diese Priparate beim Filtrieren durch 
Papierfilter eine starke Verminderung ihrer Wirksamkeit zeigen, was 
méglicherweise so erklarbar ist, daB nur ein kleiner Teil des Enzyms 
gelést ist, wihrend der gréBere Teil an Zellsubstanz adsorbiert ist, die 
durch das Papierfilter zuriickgehalten, durch Leintuch aber durch- 
gelassen wird. Die Zunahme der Wirksamkeit dieser Suspension beim 
Stehen kann man nun, wie wir unten zeigen werden, durch eingetretene 
Autolyse erkliren. In einer spiteren Arbeit schreiben J. H. Kastle, 
M. Johnston und E. Elvove (2), daB ihre gewéhnlichen Extrakte aus 
Leber, wie oben beschrieben, auch wenn Toluol oder Thymol zugesetzt 
ist, bald ihre lipolytische Wirksamkeit verlieren, daB aber die ,,klaren 
Enzymliésungen“ nach ihrer neuen Methode — Extraktion mit 
schwachen Siiuren oder schwachen Alkalien und Filtration durch 
Papierfilter, wobei sich klare und wirksame Lésungen ergeben — selbst 
bei monatelangem Aufbewahren keinen nennenswerten Abfall ihrer 
lipolytischen Wirksamkeit zeigen; auch bei diesen klaren Lésungen 
war nach 6 Tagen ein wenn auch viel geringerer Anstieg der Wirksamkeit 
als bei den obigen Priparaten nachzuweisen. Auch J. P. Simonds (3) 
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beschreibt ahnliche Erscheinungen. Klare Enzymlésungen, die durch 
dreiwéchiges Extrahieren mit Glycerin erhalten wurden, denen nach 
beendeter Extraktion etwa 40 Proz. Wasser hinzugefiigt wurde, zeigten 
nach zwei- bis dreijahrigem Aufbewahren teils Zunahme, teils Abnahme, 
teils keine Veranderung der Wirksamkeit; dabei ist allerdings zu 
beriicksichtigen, daB ein Teil der Lebern, aus denen das Enzym ge- 
wonnen war, von mit Phosphor oder Chloroform vergifteten Tieren 
stammte; eindeutig sind die Verhiltnisse nicht. 2. Knaffl-Lenz (4) 
beschreibt Leberpraparate, die ein Jahr nach der Herstellung keine 
wesentliche Verinderung der _ lipolytischen Wirksamkeit zeigten. 
R. Willstdtter und Fr. Memmen (5) haben die Haltbarkeit von nach 
ihrer Methode gereinigten Priparaten untersucht, und fanden bei den 
meisten Praparaten verschiedener Reinheitsstufen in den ersten Tagen 
der Aufbewahrung eine Wirkungsabnahme um 20 bis 25 Proz. Spiiter 
ging die Abnahme nicht weiter; Toluolzusatz iibte keinen Einflu8 auf 
die Haltbarkeit aus. 

Gelegentlich anderer Untersuchungen iiber die Leberesterase 
hatten wir den sehr merkwiirdigen Befund, daB ein mit Ringerlésung 
verdiinnter Leberbrei, der wochenlang ohne Antisepticum bei Zimmer- 
temperatur gestanden hatte und in Fiulnis tibergegangen war, eine auf- 
fallend starke lipolytische Wirksamkeit zeigte, eine viel stirkere als man 
bei kurzdauernden Extraktionen aus der frischen Leber erhalt. Zur 
Erklarung muBten folgende Méglichkeiten in Betracht gezogen werden: 

1. Das Enzym wird durch autolytische Vorginge freigelegt, wie 
es beim Invertin der Hefe geschieht. Auch bei der Esterase ist bereits 
die Autolyse zur Freilegung benutzt worden. So beschreibt G. Peirce (6) 
eine Methode zur Darstellung der Esterase, bei der die Organsuspension 
24 Stunden bei 37° und mehrere Wochen bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen wird. Diese Manipulation wird Extraktion genannt, ist aber 
eigentlich eine weitgehende Autolyse. Auch bei den Priparaten von 
J. H. Kastle, M. Johnston und E. Elvove (2) und J. P. Simonds (3) hat 
anscheinend Autolyse bei der Darstellung mitgewirkt. Auf ahnliche 
Weise stellte S.G. Hedin (7) proteolytische Enzyme aus verschiedenen 
Organe her. ; 

2. Es werden hemmende Begleitstoffe durch die Autolyse zerstért 
oder Aktivatoren gebildet und so eine Enzymvermehrung vorgetauscht. 
Denn die Esterasewirkung ist nach den Untersuchungen von R. Will- 
stitter und Fr. Memmen (5) von Begleitstoffen sehr abhangig. 

3. Die Enzymvermehrung wird durch Vermehrung lipolytisch 
wirksamer Mikroorganismen hervorgerufen. 

Um diese Verhiltnisse zu klaren, setzten wir aseptische Autolyse- 
versuche an, iiber die wir im Folgenden berichten. 
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Angewandte Methode. 

Messung der lipolytischen Wirksamkeit: Wir benutzten die stalagmo- 
metrische Messung der Tributyrinhydrolyse nach P. Rona und L. Michaelis 
in der Modifikation von R. Willstdtter und Fr. Memmen (5)(8). Unser 
gerades Stalagmometer nach Traube hatte den Wasserwert von 43,8 Tropfen 
bei 20°; Anfangstropfenzahl der nach R. Willstdtter und Fr. Memmen (8) 
gereinigten gesattigten Tributyrinlésung bei 20° 63,5 bis 64,5. Eine B. E. 
(Butyrase -Einheit) nannten wir in Anlehnung an R. Willstdtter und 
Fr. Memmen (8) diejenige Enzymmenge, die bei 20° in 50 Minuten eine 
Tropfenzahlabnahme von 9,7 hervorbrachte. B. W. (Butyrase -Wert) 
bedeutet in Anlehnung an dieselben Autoren die Anzahl der B. E. pro 
Zentigramm Trockensubstanz. Als Puffer diente ein Ammoniaksalmiak- 
puffer (1 Teil Ammoniak + 8 Teile Ammoniumchlorid; 2,5 n). 

Der Ansatz war folgender: 56ccm Tributyrinlésung, 2ccm Puffer, 
2cem Enzymlésung nach eventuell nétiger Verdiinnung. 

In mehreren Versuchen haben wir die Hemmbarkeit des Enzyms 
durch Kalkseife-Albumin untersucht. Ansatz: 30 mg Eieralbumin, 56 ccm 
Tributyrinlésung, 0,5cem 2proz. Natriumoleatlésung, 0,5cem 2proz. 
Calciumchloridlésung, 2cem Puffer, 1 cem Enzymverdiinnung. 

Die py haben wir, wenn sie nicht nur schétzungsweise angegeben ist, 
mit der Chinhydronelektrode in der Form von E. Mislowitzer (9) gemessen. 

Die Trockensubstanzbestimmungen wurden im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsdure vorgenommen. ' 

Alle Messungen geschahen im klaren Filtrat des Autolysebreies. Die 
Methode der Autolyse wird jeweils bei den einzelnen Versuchen angegeben. 

Der Proteolysegrad wurde durch Reststickstoffbestimmung ermittelt. 
Die Stickstoffanalysen wurden mit den Mikroverfahren nach J. Bang 
bestimmt; anstatt der Jodometrie wandten wir die Acidimetrie mit 0,02 n 
Lésungen an. Zur EnteiweiBung benutzten wir Trichloressigsdure. 

Um einen Anhaltswert fiir den Gehalt der Leber an Enzym zu haben, 
der nach unseren Untersuchungen stark schwankt, trockneten wir immer 
eine Portion Leber mit Aceton und Ather nach R. Willstdtter und 
Fr. Memmen (5). Die getrocknete Leber extrahierten wir mit 0,025n 
Ammoniak bis zur Erschépfung und bestimmten in den einzelnen Portionen 
der Extraktionsfliissigkeit die Anzahl der B. E. 

Was die Sterilitét anbelangte, so ist sie fiir Versuche 3, 4 und 5 durch 
Kulturverfahren erwiesen'). Auch bei Versuch 1 und 2 waren keine 
Anhaltspunkte fiir etwa eingetretene Faulnis vorhanden. 


Vorversuch, 

Der oben erwahnte Vorversuch verhef im einzelnen wie folet: Leberbrei 
mit etwa der Halfte seines Volumens mit Ringerlésung versetzt, stand 
wochenlang ohne Toluol bei Zimmertemperatur, war in Féaulnis iiber- 
gegangen. Im Filtrat fand sich: 

206 B. E. in 1 cem; 2 cem haben einen Trockenriickstand von 0,2150 g, 
was einem B. W. von 19,1 entspricht. Dieses Filtrat, mit dem Apparat von 
H. Freundlich und L. Farmer-Loeb (10) elektrodialysiert, ergab eine Kon- 
zentrationsvermehrung bis zu einem B. W. von 49. Einmalige Adsorption 
mit elektroosmotisch gereinigtem Kaolin und Elution mit 0,25 n Ammoniak 
nach R. Willstdtter und Fr. Memmen (5) ergab ein Praiparat vom B. W. von 80. 


1) Wir darken Herrn Dr. F. Lewy aus der I. medizinischen Klinik fiir 
die Ubernahme der bakteriologischen Untersuchungen. 
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Versuch 1. 


Im ersten Versuch wollten wir das Verhalten der Esterase bei einer der 
Proteolyse giinstigen py, untersuchen. Dies ist nach den Untersuchungen 
von P. Rona und E. Mislowitzer (11) eine py von 3,6 bis 3,8. Ein Versuch 
bei dieser Reaktion, hergestellt mit 0,1 n Milchsaéure-Puffer zeigte eine geringe 
Ausbeute und eine ziemlich schnelle Zerstérung des Enzyms. Aus diesem 
Grunde wahlten wir eine pg von etwa 4,7, bei der die Proteolyse nach den 
oben genannten Autoren allerdings nicht so weitgehend ist. Um nun doch 
eine vollkommenere Proteolyse zu erreichen, haben wir unter gleichzeitiger 
Dialyse gegen Pufferlésung autolysiert; denn nach den oben genannten 
Autoren geht die Autolyse durch Fortschaffen der Spaltprodukte schneller 
und vollstandiger vonstatten. Als Material diente Schweineleber, die etwa 
5 Stunden nach dem Tode des Tieres verwandt wurde; die Leber wurde 
so oft durch eine Fleischmaschine gedreht, bis weiteres Durchtreiben 
wirkungslos war. 

a) 20,0g¢ frische Leber wird mit Aceton und Ather getrocknet, man 
erhalt 4,91 g; das sind 24,5 Proz. Trockensubstanz. Durch erschépfende 
Fxtraktion mit 0,025n Ammoniak erhélt man 2380 B. E., entsprechend 
einem B, W. fiir die getrocknete Leber von 4,8, fiir die frische Leber von 1,2. 
Die Extraktionsfliissigkeit wird mit Toluol versetzt, etwa 6 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehengelassen, tiber Nacht bei 2° aufbewahrt. Am 
nachsten Tage erhalt man 3420 B. E., entsprechend einem B. W. fiir die 
getrocknete Leber von 7,0 fiir die frische Leber von 1,7. Dieses bedeutet 
einen Zuwachs der Wirksamkeit um 44 Proz. Diese merkwiirdige Erscheinung, 
die bei einem zweiten Versuch auch gefunden wurde, besprechen wir spater. 

b) 100g Leberbrei wurden mit 200ccm Acetatpuffer, bestehend 
aus 0,1 n Essigsiure und 0,1 n Natriumacetat zu gleichen Teilen, versetzt 
unter Zufiigung von etwa 5 Proz. Toluol. Dieses Gemisch kam in den 
Thermostaten bei 37°. 

ce) 100g Leberbrei wurden mit 200cem Acetatpuffer unter Zufiigung 
von etwa 5 Proz. Toluol versetzt und in einen Dialysator getan, als AuBen- 
fliissigkeit diente derselbe Acetatpuffer mit Toluol. Der Dialysator wurde 
zur Vermeidung von Verdunstung mit einer Glasplatte unter Abdichtung 
mit Vaselin zugedeckt. Die Dialysierfliissigkeit wurde taglich gewechselt. 
Der Dialysator kam in den Thermostaten von 37°. 


Die Resultate sind in Tabelle I und Abb. | niedergelegt. 





Tabelle I. 
Zeit Versuch mit Di Vv sh ohne Di 
Zeit Vere mit Dialyse Vera one Dist wD... 
6,5 12,5 7,3 1.7 

16,0 | 54,0 15,7 3.4 
26,0 44,0 6,0 73 
32,0 | 40,8 8.7 47 
40,5 15,0 44 3.4 
49.5 l 1 ,4 5,2 22 
65,0 4,6 65 | 0,7 1 
eh ii 5,6 0,84 
it 4 1,8 10,3 0.17 
95,0 | 0,58 10,5 0.06 


117.0 0,02 72 0,003 
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Im Optimum unserer Kurve erhalt man durch Autolyse mit Dialyse 
aus 1g Leber 108 B. E., entsprechend einem B. W. von 1,08; dies bedeutet 
eine Ausbeute gegeniiber der getrockneten Leber von 90 Proz. bzw. 64 Proz. 
Bei der Autolyse ohne Dialyse erhilt man aus 1g Leber im Optimum 
31,4 B. E., entsprechend einem B. W. von 0,31, dies bedeutet eine Ausbeute 
von 26 bzw. 18 Proz. gegeniiber der getrockneten Leber. 
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Abb. 1. 
Autolyse mit Dialyse. 
Autolyse ohne Dialyse. 








Bei diesem Versuch ist es leider unterlassen worden, die py zu messen ; 
bei dem Versuch mit Dialyse ist aber die Konstanz sicher, weil die Dialysier- 
fliissigkeit — Puffer — taglich gewechselt wurde; bei dem Versuch ohne 
Dialyse ist die Konstanz sehr wahrscheinlich, wie sich das aus den spateren 
Versuchen ergibt. Es ist bei beiden Kurven nach l6éstiindigem Verlauf der 
Autolyse ein Maximum vorhanden, welches wir in spéteren Versuchen wieder 
finden werden. Die Kurve des Versuchs mit Dialyse steigt zuerst viel 
steiler, als die des Versuchs ohne Dialyse, so daB sich im Maximum beider 
Kurven eine 3,4fach so starke Wirkung des Praparats mit Dialyse ergibt. 
Schnell aber fallt die lipolytische Wirksamkeit wieder ab, so da8 nach 
65stiindiger Autolyse die beiden Kurven sich schneiden, Nach etwa 
120 Stunden ist mit dem Praparat mit Dialyse fast keine lipolytische 
Wirkung mehr zu erlangen, wihrend der Gehalt des anderen Praparats 
ebenso groB ist wie am Anfang der Autolyse 

Der schnellere Anstieg des Priparats mit Dialyse am Anfang ware 
auf zwei Arten zu erklaren. Entweder durch starkeren enzymatischen 
Abbau des Protoplasmas der Leberzellen und dadurch bedingte Herauslésung 
der Esterase aus ihrer Bindung; oder durch Wegfall von Hemmungsstoffen 
Nach R. Wilistdétter und Fr. Memmen (5) sind solche Hemmungsstoffe 
z. B. die Gallenséuren. Wir kommen darauf noch einmal zuriick. 

Zur Erklarung des schnelleren Abfalls der lipolytischen Wirksamkeit 
wahrend der Autolyse bei gleichzeitiger Dialyse méchten wir eine Beob- 
achtung von R. Magnus (12) heranziehen. Dieser Autor dialysierte ein 
Leberesterasepraiparat, das durch Extrahieren mit toluolgesattigter 0,9proz. 
Natriumchloridlésung aus fein zerriebener Leber und nachfolgendes Aus- 
fallen des gréBten Teiles des EiweiBes durch Uranylacetat erhalten war, 
mehrere Tage; die Wirksamkeit war sehr herabgemindert. Wenn er hierzu 
einige Kubikzentimeter des gekochten Lebersaftes hinzufiigte, so war die 
alte Wirksamkeit wieder hergestellt. Auch E. Abderhalden und A. Weil (13) 
beschreiben bei der Ultrafiltration analog eine Aktivierung des Filter- 
riickstandes durch das Ultrafiltrat. Hiernach kénnte man annehmen, 


3* 
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daB allein durch die Dialyse Aktivatoren entfernt wiirden. Man mu8 
aber andererseits auch daran denken, da8 durch den _ beschleunigten 
enzymatischen Abbau bei der Autolyse mit Dialyse Schutzkérper der 
Esterase zerstért werden kénnen. Fiir den zweiten Anstieg des Praparats 
ohne Dialyse haben wir keine Erklarungsméglichkeit. 


Versuch 2, 


Der zweite Versuch sollte zur Klarung der Frage dienen, wie sich die 
Hemmbarkeit der Esterase im Verlauf der Autolyse verhalt. Gleichzeitig 
wollten wir den Verlauf bei einer anderen py priifen; dazu pufferten wir 
mit primaérer Natriumphosphatlésung, die nach P. Rona und E. Mislo- 
witzer (11) bei der gleichen py giinstiger als Acetatpuffer auf die Proteolyse 
wirkt. Zur experimentellen Priifung der Hemmbarkeit der Esterase be- 
nutzten wir die Methode von R. Willstdtter und Fr. Memmen (5), namlich 
der Hemmung mit Kalkseifenalbumin. Wir waren uns bewuBt, daB dies 
nur eine unvollkommene Priifung darstellen konnte, wie es auch die Autoren 
bei der Leberesterase hervorheben, denn bei der Dialyse diffundieren nicht 
nur Seifen, sondern vor allem auch gallensaure Salze. Aber zur Herstellung 
einer ausgleichenden Hemmung im Sinne der oben genannten Autoren 
waren eingehende Vorversuche nétig gewesen, die uns zu weit ab gefiihrt 
hatten. So hielten wir uns an die schon vorhandene Methodik. Im iibrigen 
wandten wir dieselben Anordnung an wie bei Versuch 1. 

a) 25,0g frischer Leberbrei geben bei der Trocknung 4,775 g, dies 
sind 19 Proz. Trockensubstanz.- Darin sind enthalten 3540 B. E.; unter 
Hemmung 1620B.E. Darauf wurde Toluol zur Extraktionsfliissigkeit 
gegeben, bei Zimmertemperatur etwa 6 Stunden stehengelassen; tiber 
Nacht wurde sie bei 2° aufgehoben. Am nachsten Tage wurde die Unter- 
suchung wiederholt; es fanden sich 5570 B. E.; unter Hemmung 1949 B. E. 
Dieses bedeutet einen Zuwachs an Wirksamkeit von 57 Proz. ohne Hemmung 
und von nur 20 Proz. unter Hemmung, d. h. also, die Wirksamkeit aber 
auch die Hemmbarkeit haben zugenommen. 





Am I. Tage Am 2. Tage 


B. W. der frischen Leber ‘ohne eeeine eo 1,4 2.2 
B. W. der getrockneten Leber ohne Hemmung . 7,4 11,7 
B. W. der frischen Leber mit prerepeaineds :a"a 0,65 0,78 
SIRIIERINO 6255 G6 eS a Scare sre cew'o 2 oe 65 Proz. 


In welcher Richtung soll man fiir diesen bereits beim ersten Versuch 
beobachteten merkwiirdigen Befund eine Erklarungsméglichkeit suchen ? 

1, Es kénnte eine Enzymbildung aus Zymogen stattgefunden haben. 

2. Kénnten durch autolytischen Abbau Hemmungsstoffe fortgeschafft 
worden sein. Das aber ist unwahrscheinlich, da wir ja mit 0,025 n Ammoniak 
extrahiert haben und bei der alkalischen Reaktion nach den Untersuchungen 
von P. Rona und E. Mislowitzer (11) mindestens die Proteolyse stark 
gehemmt ist. 

3. Kénnte man an eine Aktivierung durch Toluol denken, wie das 
J. H. Kastle und A. S. Loewenhart (1) bei der Leberesterase beobachtet 
haben. Wird doch auch nach C. S. Hudson (14) und R. Willstdtter und 
F.. Racke (15) die Freilegung des Invertins aus Hefe durch Toluol beschleunigt. 

Zur Autolyse wurde angesetzt: 
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b) 57,5g Leberbrei wurden mit 115cem m/15primarer Natrium- 
phosphatlésung unter Zufiigung von Toluol versetzt und wie bei Versuch 1 
unter gleichzeitiger Dialyse autolysiert. 





Tabelle II. 

Zeit Ohne Hemmung Mit Hemmung Hemmung 
Stdn. B. E. pro ccm B. E. pro ccm Proz. 
9,0 150,0 86,5 42 
22.5 144.0 93,5 35 
29.5 172.0 76,5 56 
52,5 46,0 16,0 65 
98,0 23,5 9,1 61 
123,0 30,5 75° 75 
175.0 16,0 45 72 

435.0 0,0 0,0 dae 
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Zeit nm Stunden 
Abb. 2. 
—_—_ Ohne Hemmung. 
. Mit H g. 
anenben H in Proz. 





Optimale Ausbeute. 1. Ohne Hemmung: nach 29,5 Stunden 344 B. E. 
pro Gramm Leber, entsprechend einem B. W. von 3,4, dies sind 243 bzw. 
155 Proz. Ausbeute im Verhaltnis zur getrockneten Leber. 

2. Mit Hemmung: nach 22,5 Stunden 187 B.E. pro Gramm Leber, 
entsprechend einem B. W. von 1,87; dies sind 288 Proz. bzw. 240 Proz. 
Ausbeute im Verhaltnis zur getrockneten Leber. 

Auf jeden Fall ergibt sich also eine Ausbeute von iiber 100 Proz. Ist 
dies nun ein tatsdchliches Mehr an Ausbeute, hervorgerufen durch enzymati- 
sche Freilegung der Esterase, oder nur ein scheinbares Mehr durch Fort- 
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schaffung von Hemmungskérpern? Wir neigen mehr zu der Meinung, 
daB ein tatsachliches Mehr vorhanden ist, weil die Hemmbarkeit, die bei 
Schweineleber bei unserer Versuchsanordnung etwa 60 Proz. betragen 
sollte, waihrend des Maximums anstatt erhéht, stark herabgesetzt ist. 
Sicheres kann man aber daraus nicht schlieBen, weil unser _Hemmungs- 
system nicht dem Milieu des Enzyms angepaBt ist. Im weiteren Verlauf 
der Autolyse nimmt die Hemmbarkeit der Esterase stark zu, so daB sie 
zum SchluB beinahe 200 Proz. des Anfangswertes betragt. Den starken 
Abfall der lipolytischen Wirksamkeit méchten wir, wie bei Versuch 1, erklaren. 

Ob die bei dieser Versuchsanordnung — Phosphatpuffer — im Gegensatz 
zum ersten Versuch héhere — scheinbare oder tatsichliche — Ausbeute 
an Esterase im Verhiltnis zum Verfahren von R. Wilistdtter und 
Fr. Memmen (5) der anderen py oder den anderen Anionen zu verdanken 
ist, bleibe dahingestellt. Es sei nur daran erinnert, daB auch in den Unter- 
suchungen von P. Rona und E. Mislowitzer (11) bei gleicher py im Phosphat- 
puffer eine starkere Proteolyse stattfindet, als im Acetatpuffer. Vielleicht 
zeigt sich hierin ein neuer préparativer Weg, der vor dem Verfahren der 
Trocknung der Leber den Vorzug gréBerer Einfachheit hatte. Es ware 
dann natiirlich wichtig, die Adsorptionsfahigkeit der Esterase aus dem 
Autolysesaft zu untersuchen, woriiber wir weiter unten einige Versuche 
mitteilen werden. 

Versuch 3. 


In diesem Versuch wollten wir untersuchen, wie sich die Hemmbar- 
keit des Enzyms wahrend der Autolyse ohne gleichzeitige Dialyse verhalt. 
Gleichzeitig steliten wir den Grad der proteolytischen Spaltung fest. AuBer- 
dem wollten wir untersuchen, wie sich die Esterase verhalt, wenn die Auto- 
lyse des Leberbreies verhindert oder sehr verzégert wird. Dazu sind zwei 
Wege mdglich: Entweder unter Einwirkung eines selektiven ,,Giftes* 
auf die Abbauenzyme, wie es R. Willstdtter und F. Racke (15) bei der Frei- 
legung des Invertins angewandt haben, oder durch niedrige Temperatur, 
wobei alle enzymatischen Vorginge hintangehalten werden. Wir haben uns 
der Einfachheit halber fiir den letzteren Weg entschieden. Fiir die genauere 
Analyse der Vorgange bei der Freilegung der Esterase ist aber die selektive 
, Vergiftung‘* der einzelnen Abbauenzyme das Gegebene. Ein weiterer 
Vorteil dieser Methode ist, daB es méglich sein kann, durch selektive Hem- 
mung der einzelnen autolytischen Enzyme festzustellen, an welches Substrat 
die Esterase in der Leberzelle gebunden ist, analog dem Vorgange von 
R. Willstdtter und F. Racke (15) bei der Freilegung des Invertins. 

a) 36,6 g frischer Schweineleberbrei ergaben nach der Trocknung mit 
Aceton und Ather 9,71 g¢ Trockensubstanz; dies sind 26,5 Proz. Diese 
ergaben bei erschépfender Extraktion 12120 B. E., mit Hemmung 4335 B.E., 
wast eine Hemmung von 64 Proz. bedeutet. Hier ist die Untersuchung 
am niachsten Tage wie in Versuch 1 und 2 nicht wiederholt worden. B. W. 
fiir frische Leber 3,3, fiir getrocknete Leber 12,5. B.W. bei Hemmung fiir 
frische Leber 1,2, fiir getrocknete Leber 4,5. 

Zur Autolyse wurden angesetzt: 

b) 104,2g Leberbrei mit 208,4ccm m/9 primarer Natriumphosphat- 
lésung. Dieses Gemisch kam in den Thermostaten von 37°. 

c) 104,7g Leberbrei mit 209,4ccm m/9 primarer Natriumphosphat- 
lésung. Dieses Gemisch wurde bei 2° aufgehoben. 

Die Resultate sind in Tabelle III und Abb. 3 niedergelegt. Als Ma8 
fiir die proteolytische Spaltung zeichneten wir in die Abbildung die Rest- 
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stickstoffwerte ein, abziiglich des Anfangswertes des Gemisches bei 2°. 
Die py-Werte wurden elektrometrisch gemessen und erwiesen sich als 
geniigend konstant. 





Tabelle III. 

Zeit ee | ~ Hemmung yb > Rest«N 
BE | BE Procem | sicmmung Pu 

Stdn. pro ccm pro ccm Proz. ry g-Proz. 

¢ = 37° 
10 27,2 11,9 56 0,0571 48 | 699) 0101 
8,0 30,0 11,7 61 0,0630 48 606 0,279 
220 48.4 16,6 66 0,0653 7,4 | 604! 0,427 
31,5 7,2 16,5 71 oun ~ 5,92 | 0.416 
48,0 47,6*) — 16,1*) 66 0,0768 62 | 5,98| 0,495 
71,5 50,4 21.2 58 —_ oe 5.96 | 0.545 
97,0 92,0 31,7 66 0,0727 12,7 5.97 0,540 
119,0 725 30,5 58 —_ — 5.97 | 0,585 
145.0 92:0 31.9 65 «| 00815 | 113 603! 0573 
191,0 95,0 36,0 62 | 00839 113 599 0,622 

¢= 2 
5,5 27,2 | 97 64 0,0511 53 | 597)| 0,089 
29.5 27,2 | 10,2 63 —_— _ 5,93 0,105 
72,5 21,6 84 61 0,0605 3,6 5,96 0,134 
121,0**) 28.0 10,5 63 is a 6,00 | 0,179 


*) Zu diesem Werte wollen wir bemerken, deaf er essen wurde, nachdem das Filtrat 
5 Tage bei 2° gestanden hatte. Der Wert gleich nach der Filtration ergab in Doppelb rt 
merkwiirdigerweise folgendes: Ohne Hemmung 25,4 B. E., mit Hemmung 18,0 B. E., entsprechend 
einer Hemmung von 29 Proz. Wir haben diese Werte wegen ihrer Unwahrscheinlichkeit nicht 
in die Tabelle eingetragen. 

**) Die Temperatur war bei Abnahme dieser Probe 8°, da das Eis ausgegangen war; dadurch 
erklart sich der Anstieg der Kurve der Proteolyse und vielleicht auch der Anstieg der lipo 
lytischen Wirksamkeit. 
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Im Optimum sind aus 1 g Leber nach 191 Stunden frei gelegt 190 B. E., 
entsprechend einem B. W. von 1,9; Ausbeute 58 Proz. gegeniiber der ge- 
trockneten Leber. Mit Hemmung nach derselben Zeit 72 B. E., entsprechend 
einem B. W. von 0,72; Ausbeute 60 Proz. Bemerkenswert ist in diesem 
Versuch der zweite groBe Anstieg der lipolytischen Wirksamkeit, nachdem 
die proteolytische Spaltung schon vorher stark verlangsamt war. Im Ver- 
such | hatten wir bei der Reihe ohne Dialyse auch einen, wenn auch viel 
geringeren zweiten Anstieg. Vielleicht bedingen Aktivatoren, die durch 
die Autolyse entstehen, diese Steigerung. Auf jeden Fall kann man sagen, 
daB die Verstarkung der lipolytischen Wirksamkeit nicht eindeutig von der 
eingetretenen Proteolyse abhingig ist. Die Hemmbarkeit zeigte geringe 
Schwankungen, die aber mit den Veranderungen der lipolytischen Wirk- 
samkeit nicht eindeutig konform gingen. Aber im ganzen zeigte die Kurve 
mit Hemmung nicht die groBen Schwankungen der Kurve ohne Hemmung. 

Bei dem Versuch bei 2° zeigte sich eine sehr geringe proteolytische 
Spaltung. Es war keine nennenswerte Steigerung der lipolytischen Wirksam- 
keit vorhanden, eher eine voriibergehende Abnahme. Aber es lieB sich 
doch Esterase aus der Leber herausholen, wenn auch erheblich weniger. 
Die autolytischen Vorgiinge spielen also auf jeden Fall eine groBe Rolle 
bei der Verstirkung der lipolytischen Wirksamkeit. Die Hemmbarkeit 
war nahezu konstant. 

Es war nun die Méglichkeit vorhanden, daB wahrend des Transportes 
der Leber vom Viehhof ins Laboratorium schon eine Autolyse stattgefunden 
hatte, wodurch die Esterase freigelegt war. Um dies zu untersuchen, 
stellten wir einen Versuch an frischer Kaninchenleber an. 


Versuch 4. 


Ein Kaninchen wird, nachdem die Bauchhaut enthaart ist, durch 
Entbluten aus der Carotis getétet. Sofort nach eingetretenem Tode wird 
unter peinlichst aseptischen Kautelen die Leber herausgenommen, ver- 
mittelst Kaltemischung stark abgekiihlt, durch einen sterilisierten Latapie 
gedreht und sofort wieder gekiihlt. Der erhaltene Leberbrei wird in drei 
Teile geteilt: a) dient zur Herstellung eines Trockenpraiparats; b) und 
c) werden in vorgewogene sterilisierte weithalsige Erlenmeyerkolben ein- 
gefiillt, gewogen und mit der doppelten Menge gekiihlter steriler m/10 
primarer Natriumphosphatlésung versetzt, b) kommt in den Thermo- 
staten von 37°, c) wird bei 2° aufgehoben. Toluol wurde nicht dazugesetzt. 
Die Sterilitaét ist erwiesen worden. 

a) 10,64g frischer Leberbrei ergeben 2,655 g Trockensubstanz. Dies 
sind 25,0 Proz. Darin sind enthalten 3920 B. E., entsprechend einem B. W. 
fiir die frische Leber von 3,7, fiir die getrocknete Leber von 14,8. Durch 
Kalkseifenalbuminzusatz wird eine Hemmung von 24 Proz. hervorgerufen. 

b) 20,65 g¢ Leberbrei werden versetzt mit 41,3ccm m/10 primérer 
Natriumphosphatlésung; 37°. 

c) 15,07 g Leberbrei werden versetzt mit 30,14ccm m/10 primarer 
Natriumphosphatlésung; 2°. 

Wegen Materialmangels war es uns nicht méglich, die py elektro- 
metrisch zu messen. Angenaherte kolorimetrische Messungen ergaben eine 
geringe Saéuerung waihrend der Autolyse; die py bewegt sich um den Um. 
schlagspunkt des Methylrot. Das Filtrat der Probe nach 97,5 Stunden 
wurde elektrometrisch gemessen und ergab ein 7 von 5,51. 
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Tabelle IV. 
Zeit Ohne Hemmung Mit Hemmung Hemmung Rest-N 
Stdn. B. E. pro com B. E. pro com Proz. g-Proz. 
‘= SP 
1,75 43,8 35,5 19 0,220 
85 64,3 414 36 0,350 
23,5 30,5 18,6 39 0,695 
47.5 285 21,0 26 0,820 
97,5 243 17,2 29 1,05 
‘= 
6,5 35,0 22,7 35 0,113 
24.0 28.6 16,9 41 0,115 
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SEE | Versuch { Mit Hemmung. 
ee ee ee ee ce bei 37° Hemmung in Proz. 
eee | Proteolysegrad (s. Text bei Versuch 3). 
——comemcammeme | Versuch { Ohne Hemmung. 
omen §8| bei 2° | Mit Hemmung. 


Die Kurve bei 37° ergab nach 8,5 Stunden in 1g Leber 128,6 B. E., 
entsprechend einem B.W. von 1,3; Ausbeute 35 Proz. Bemerkenswert 
an diesem Versuch ist, daB wir wieder am Anfang einen Anstieg der lipo- 
lytischen Wirksamkeit finden, der mit dem Grad der Proteolyse konform 
zu gehen scheint; dann aber fallt die Wirksamkeit stark ab, wahrend 
die Proteolyse noch weiter stark ansteigt. Nach etwa 25 Stunden ver- 
laufen sowohl die Kurve der lipolytischen Wirksamkeit als auch die der 
eingetretenen Proteolyse viel flacher, so daB es den Anschein hat, als 
ob im Anfang eine Freilegung von Esterase stattfindet — vorausgesetzt, 
da8 keine Hemmungskérper zerstért werden — wahrend dann beim 
weiteren Fortgang der Autolyse ahnlich den Versuchen | und 2 die Stabilitat 
der Esterase leidet. Die Kurve bei 2° ergibt, da8 man durch einfache 
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Extraktion bei schwach saurer Reaktion eine gewisse Menge Ferment 
herauslésen kann, daB also nicht die ganze Esterase festgebunden ist. Im 
iibrigen ergibt sich hier, daB innerhalb 24 Stunden ein betrachtlicher Abfall 
der lipolytischen Wirksamkeit zu konstatieren ist. 


Versuch 5 


ist eine Wiederholung von Versuch 4. Versuchsanordnung wie dort. 
10,60 g frischer Leber ergeben getrocknet 2,60 g, dies sind 24,5 Proz. Darin 
enthalten sind 2517 B. E. bei einer Hemmbarkeit von 36 Proz., entsprechend 
einem B. W., fiir frische Leber von 2,4, fiir getrocknete Leber von 9,7. 

Was die py anbetrifft, wurde sie wieder annaihernd kolorimetrisch 
gemessen. Es ergab sich keine Verinderung; wieder Umschlagspunkt des 
Methylrots. 

In dem Versuch bei 37° wurde nach 25 Stunden mit Sulfosalicylsiure 
nur eine Spur einer Vermehrung der schon an und fiir sich vorhandenen Trii- 
bung gefunden. Diese Triibung war auch in der Extraktionsfliissigkeit der 
getrockneten Leber zu finden; war also nicht auf Lipoide zuriickzufiihren. 











Tabelle V. 
Zeit Ohne Hemmung Mit ‘Hemmung Hemmung Rest-N 
Stdn. B. E. pro com B. E. pro ccm Proz. g-Proz. 
t 2° 
3,0 34,5 _ a 0,13 
13,0 35,0 . 22,8 35 0,115 
31,0 16,5 13,5 18(!) 0,12 
(= 
3,0 20,0 11,8 41 0,11 
13,0 21,0 14,3 32 0,275 
25,0 0,0 0,0 = 0,54 
—_—_—_—_ Obne Hemmung. 
BRL Sea Versuch } Mit Hemmung. 
exfeafeenfeapefni bei 37° Proteolysegrad (s. Text bei 
Versuch 3). 
emcees =| Versuch {| Ohne Hemmung. 
5 ecm ccmmee =| bei 2° | Mit Hemmung. 
.~ 
§ 
“0 
bs) 10 20 30 
Ze/t in Stunden 
Abb. 5. 


Im Optimum sind — und zwar liegt es merkwiirdigerweise im Versuch 
bei 2° — in 1g Leber 70 B. E. enthalten, entsprechend einem B. W. von 
0,70; das sind 29 Proz. Ausbeute. 

Wie wir aus der Kurve ersehen, verlauft dieser Versuch ganz anders 
als alle iibrigen Versuche. Wir glauben, daB es sich hier um einen Ausnahme- 
verlauf handelt, dessen Ursache nicht geklart ist; denn die proteolytische 
Spaltungsgeschwindigkeit nimmt im Verlauf der Autolyse zu anstatt ab. 

Bemerkenswert ist bei den Kaninchenversuchen, da8 die mittlere Hemm- 
barkeit ungefihr nur die Halfte der der Schweineleberesterase betragt. 
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Reinigung der Autolysate durch Adsorption und Elution nach 
R. Wilistatter und Fr, Memmen (5). 


Versuch 6, Adsorptionsversuch mit Praéparat aus Versuch 2. 


Gleichzeitig mit dem oben beschriebenen Autolyseversuch 2 haben 
wir noch in einem Parallelversuch 102,5g frischen Leberbrei mit 205 cem 
m/15 primaérer Natriumphosphatlésung + Toluol + Dialyse angesetzt. 
Nach 22,5 Stunden trennten wir die Fliissigkeit von dem Leberbrei. 

Das klare Filtrat wurde bei 2° mit Toluolzusatz aufgehoben; nach 
10 Tagen waren in 1 cem 153 E. bei.einer Hemmbarkeit von 59 Proz. ent- 
halten. 5 ccm hatten einen Trockengehalt von 0,252 g; entsprechend einem 
B. W. von 30. 42 Tage spiter war in 1 ccm nur 69B. E.enthalten. 2 ccm 
hatten einen Trockengehalt von 0,103 g, entsprechend einem B. W. von 13,4. 
Auffallend ist es, da8 innerhalb von 42 Tagen iiber 50 Proz. des Esterase. 
gehalts verloren gegangen sind, wie es bei Praparaten héheren Reinheitsgrades, 
die von Schutzstoffen entbl68t sind, vorkommt. Von dieser Esterase- 
lésung nahmen wir 48 ccm, verdiinnten sie auf 600 cem unter Hinzufiigung 
von 20 ccm n Essigséure. Wir hatten so eine Konzentration von 5,5 B. E. 
pro Kubikzentimeter ; py des Ansatzes war 4,1. Daraus absorbierte elektro- 
osmotisch gereinigtes Kaolin, das uns freundlicherweise die Elektro-Os- 
mose A.-G. in Berlin zur Verfiigung stellte, folgendermaBen : 


1,2mg Kaolin pro B.E. . . . . 72 Proz. der Esterase 

Le: w ow eS : Serer 2 * " 
Angewandt wurden 1,7 mg pro B, E. 
520 ccm des Versuchsansatzes — 2860 B. E. — wurden mit 4,9 g Kaolin 


adsorbiert. Elution mit 350 ccm 0,25n Ammoniak. Eindampfen im Va- 
kuum, abzentrifugieren vom ausgefallenen Kaolin, auffiillen auf 100 ccm. 
Man erhalt 1004 B. E., dies sind 35 Proz. Ausbeute. Die Elution zeigte eine 
Hemmbarkeit von 64 Proz. 

Trockengehalt von 10 ccm 0,0099 g, entsprechend einem B. W. von 101. 
Konzentrationsvermehrung gegeniiber der getrockneten Leber 13,6- bzw. 
8,6fach. Wenn man in Betracht zieht, daB wir hier anscheinend keine 
optimalen Bedingungen haben und da8 wahrend des langen Lagerns der 
Ausgangslésung groBe Fermentverluste eingetreten sind, so ist das ein 
ganz gutes Resultat. 


Versuch 7, Adsorptionsversuch mit Praéparat aus Versuch 3. 


Gleichzeitig mit dem Autolyseversuch wurden im Parallelversuch 
102,8g Leberbrei mit 205,6ccm m/9 primarer Natriumphosphatlésung 
+ Toluol ohne Dialyse angesetzt. Nach 25 Stunden wurde filtriert. Nach 
10 Tagen waren in 1 cem 36 B. E. enthalten, davon wurden 80 ccm unter 
Hinzufiigung von 20 ccm n Essigséure auf 600 ccm aufgefiillt. Wir hatten 
also eine Konzentration von 4,8 B. E. pro Kubikzentimeter. 5,6 mg Kaolin 
pro B. E. adsorbierten 73 Proz. der Esterase; also eine sehr schlechte Ad- 
sorbierbarkeit. 

540ccm des Ansatzes — 2590 B.E. — wurden mit 14,4g Kaolin 
versetzt. Elution mit 360 ccm 0,25n Ammoniak; es wurde im Vakuum 
eingedampft, vom ausgefallenen Kaolin durch Zentrifugieren getrennt, auf 
100 ccm aufgefiillt. Es ergaben sich 1000 B. E. bei der Hemmbarkeit von 
70 Proz.; also 39 Proz. Ausbeute. Trockenriickstand von l0cem 0,0260¢ 
entsprechend einem B. W. von 38,5. Konzentrationsvermehrung gegen- 
iiber der getrockneten Leber also nur 3,lfach. 
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Um zu priifen, ob die schlechte Adsorbierbarkeit vielleicht eine Eigen- 
tiimlichkeit der betreffenden Leber sei, priiften wir das getrocknete Praparat, 
nachdem wir es nach R., Wilistdtter und Fr. Memmen(5) mit n/40 
Ammoniak extrahiert im 30° warmem Luftstrom eingedampft und 0,44 g 
in 132ccm Wasser unter Hinzufiigung von 4,4ccm 0,25 n Ammoniak 
wieder aufgelést hatten. Es ergab sich, nachdem 4,6ccm n Essigséure 
hinzugesetzt waren: 

Bei einer Konzentration von 7,6 B. E. pro Kubikzentimeter adsorbierten: 


1,75 mg Kaolin pro B. E.. . . . 95 Proz. der Esterase 
aS -w 0 “ar ee ae io ‘ 


Das Trockenpraparat war also recht gut adsorbierbar. 


Wir kénnen diesen Versuchen allerdings nur einen geringen Wert 
beilegen, da wir offenbar keine optimalen Bedingungen — Wahl des Ad 
sorbens, Mengenverhiltnisse, Reaktion — fiir die Adsorption und Elution 
haben, sondern einfach die Vorschrift von R. Willstdtter und Fr. Memmen (5) 
auf unsere Verhialtnisse iibertragen haben. 


Zusammenfassung. 

1. Es gelingt durch Autolyse, Lésungen mit starkerer lipolytischer 
Wirksamkeit zu erhalten, als ohne Autolyse durch einfache Extraktion 
bei 2°; ob diese Zunahme durch Freilegung von Enzym oder durch 
Fortfall von Hemmungsstoffen bzw. Bildung von Aktivatoren zustande 
kommt, ist schwierig zu entscheiden. 

2. Vergleicht man die Ergebnisse der Autolyse mit und ohne Dialyse, 
so ergibt sich bei den Versuchen ohne Dialyse (III und IV) beide Male 
im Anfang ein Anstieg der Wirksamkeit; bei Versuch III nach einiger 
Zeit ein weiterer Anstieg, wihrend bei Versuch IV die Wirksamkeit 
schnell abnimmt, um dann anniahernd konstant zu bleiben. Bei den 
Versuchen mit Dialyse (I und I1) ergibt sich, daB die lipolytische Wirk- 
samkeit zwar schnell einen hohen Grad erreicht, aber schnell wieder 
bis auf Null abfallt. Mit Dialyse erhalt man Praparate héherer Wirksam- 
keit als ohne Dialyse. : 

3. Die Hemmbarkeit der Esterase steigt im Verlauf der Autolyse 
mit Dialyse (II) stark an, wihrend sie bei der Autolyse ohne Dialyse (III 
und IV) schwankt. 

4. Wenn es zutrifft, daB durch die mit Dialyse kombinierte 
Autolyse eine wirklich weitergehende Freilegung der Esterase durch 
Lésung der adsorptiven Bindung an das Protoplasma stattfindet und 
nicht nur eine Fortschaffung von Hemmungsstoffen, so bedeutet der 
Weg, den wir in Versuch II eingeschlagen haben, eine aussichtsreiche 
Méglichkeit praparativer Darstellung der Leberesterase. 

Wir sind uns bewuBt, daB die im vorstehenden mitgeteilten Ver- 
suche nicht zahlreich genug sind, um die angeschnittenen Fragen zu 
lésen. Sie waren, wie erwahnt, unternommen zur Klarung eines Neben- 
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befundes. Dennoch glauben wir, die Resultate unserer Bemiihungen 
der Offentlichkeit iibergeben zu sollen, da wir meinen, daB sie eine 
Anregung sein kénnen, wihrend uns selbst die Zeit fehlt, sie in ge- 
niigender Weise auszubauen. 
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Zur Kenntnis des Ovarialhormons. 


Von 
Max Hartmann und Hans Isler. 


(Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der Gesellschaft fiir Chemische 
Industrie in Basel.) 


(Eingegangen am 30. Mai 1926.) 
Mit 1 Abbildurg im Text. 


Die rasch aufeinanderfolgenden Publikationen tiber das Hormon 
der weiblichen Geschlechtsdriisen veranlassen uns, einige Resultate 
unserer Untersuchungen mitzuteilen, bevor diese Arbeiten vdéllig ab- 
geschlossen sind. Einen neuen Impuls hat die Forschung iiber 
die wirksamen Bestandteile von Follikelsaft, Corpus luteum und 
Placenta erhalten durch die schéne Methode von Allen und Doisy*) 
der kiinstlichen Brunsterzeugung an kastrierten Ratten durch Injektion 
von Extrakten aus diesen Organen. Weitere Beitrige und Ausarbeitungen 
dieser Methcde haben dann Loewe, Zondek und andere beigesteuert®). 
Da die neuere Literatur an verschiedenen Stellen*) gesammelt ist, sei 
uns die Zitierung der einzelnen Arbeiten erlassen. Es sei nur darauf 
verwiesen, daB Frankel und Herrmann, sowie Seitz und Winiz und 
weiter Fellner schon vor 10 Jahren Hormone aus Corpus luteum, Ovarien 
und Placenten gewannen, die in naher Beziehung stehen zu dem von 
Allen und Doisy untersuchten Produkt. Allen und Doisy haben in ihrer 
Publikation euch das Verfahren ven Frénkel und Herrmann als den 
Weg beschrieben, der zu oestrogenen Substanzen fiihrt. . Sie driicken 
aber ihr Erstaunen dariiber aus, daB die danach hergestellte Substanz 
nicht im Handel erhaltlich sei, und sie vermuten, daB das Verfahren 





1) Journ. of the americ. med. Assoc. 81, 819 bis 821, 1925. 

2) Nach Fertigstellung dieser Arbeit ist uns eine Publikation von 
Frank und Gustavson zu Gesicht gekommen (Journ. Amer. med. Assoc. 
1925, Nr. 23), in welcher die Autoren teilweise zu ahnlichen Resultaten 
gelangen wie wir. Da sich unsere Arbeit auf ein groBes Analysenmaterial 
stiitzt, haben wir von einer Kiirzung Abstand genommen. 

8) E. St. Faust, Schweiz. med. Wochenschr. 1925, Nr. 25. 
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sich im groBen nicht bewahrt habe. Nun hat unlaingst Faust bekannt 
gegeben, daB das Frankel-Herrmannsche Hormon dem Handelspriparat 
Sistomensin zugrunde liegt, und Faust hat auf die Identitat des Seitz- 
Wintzschen Luteolipoids mit dem Frdnkel-Herrmannschen Kérper 
aufmerksam gemacht. Offenbar war es den amerikanischen Autoren 
entgangen, da® iiber die genannte Substanz in Europa schon eine 
10jahrige klinische Erfahrung vorliegt. 

Zur Zeit der Einfiihrung des Sistomensins war man fiir den pharma- 
kologischen Nachweis auf den Wachstumstest angewiesen, welcher 
darin besteht, daB etwa vierwéchige Kaninchen mit der Substanz 
behandelt werden. Auf etwa sechs Injektionen im Verlauf von 1 bis 
2 Wochen erfolgt ein geradezu phantastisches Wachstum des Uterus, 
welcher dem Volumen und dem Gewicht nach die 50fache GréBe und 
dariiber erreichen kann. Infolge des Tierverlustes und der langen 
Versuchsdauer hat diese Methode zweifellos gewisse Nachteile, und die 
amerikanische Methode ist als analytischer Fortschritt insofern sehr 
zu begriiBen, als sie in kurzer Zeit und ohne Tierverlust ausfiihrbar ist. 
Sie ist jedoch durchaus nicht fehlerfrei. Es ist in Grenzfillen schwer zu 
entscheiden, ob eine positive Reaktion vorliegt. In dieser Beziehung 
ist ihr die Wachstumsprobe entschieden iiberlegen. 

Nach unserer Ansicht erhalt man ein sicheres Urteil nur durch 
parallele Anwendung beider Methoden, dies auch deshalb, weil wir 
vorlaufig keinen Beweis dafiir haben, daB die Oestrusreaktion streng 
spezifisch ist. Verschiedene Beobachtungen lassen uns vermuten, dab 
auch ohne Zufuhr von Hormon bei der kastrierten Ratte die AbstoBung 
von Schollenepithel vorkommen kann, eine Erscheinung, die wir als 
Brunst ansprechen. 

Wir haben fiir unsere vorliegenden Untersuchungen auch deshalb 
davon abgesehen, zahlenmiBige Angaben iiber die Wirkungsstirke 
unserer Praparate zu geben. Der Ausdruck der Wirksamkeit in Ratten- 
einheiten erscheint uns nach unseren bisherigen Beobachtungen allzusehr 
von individueller Beobachtung und Schatzung abzuhingen, und wir 
haben als Hilfsmittel zur Auffindung der wirksamen Substanz uns 
damit begniigt, sowohl im Wachstumstest als in der Brunstreaktion 
stark positiven Ausfall beider Reaktionen als Wegweiser zu benutzen. 
Neben der Auffindung der wirksamen Substanz war ein Hauptzweck 
der vorliegenden Untersuchung auch der, wenn méglich festzustellen, 
ob die beiden Reaktionen durch denselben Stoff ausgelést werden, oder 
ob es sich um das Vorkommen zweier verschiedener Hormone handelt. 
Das Vorkommen verschiedener wirksamer Stoffe wire bei Organen 
mit so vielgestaltiger Funktion durchaus im Bereich der Méglichkeit 
gelegen. Um diese Frage zu entscheiden, ist es nétig, méglichst reines 
und einheitliches Material, woméglich in der Form eines chemischen 
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Individuums in der Hand zu haben. Ein grobes Hemmnis in der Unter- 
suchung der Hormone ist stets der Materialmangel. Die meisten bis- 
herigen Untersucher hatten so geringe Substanzmengen in den Handen, 
da8B sie nur physiologische Reaktionen ausfiihren konnten. Immerhin 
konnten schon friihere Untersucher zeigen, daB auch sorgfiltig von 
Cholesterin befreite Extrakte die Brunstreaktion zeigen, daB selbst 
schonende chemische Angriffe ihre Wirkung nicht zerstéren und daB 
die aktive Substanz hitzebestindig ist, was mit der friiheren Erfahrung 
von Frankel und Herrmann durchaus im Einklang steht. 

Die Gesellschaft fiir chemische Industrie in Basel stellte uns ein 
groBes Quantum getrockneter Organe zur Verfiigung, so daf wir daran 
denken konnten, die aktive Substanz aus dem Rohextrakt zu isolieren. 
Wir verarbeiteten im ganzen mehrere hundert Kilogramme getrockneter 
Ovarien und Placenten und fuBten bei der Aufarbeitung auf dem 
Pionierwerk von Frdénkel und Herrmann, welche zum erstenmal zeigten, 
daB die Uteruswachstum erzeugende Substanz sich im Hochvakuum 
destillieren 148t, und daB sie stickstofffrei ist. Herrmann') hat als 
prozentuale Zusammensetzung des wirksamen Destillats mitgeteilt : 


Co ote 2 6 = SRR Ge Sees. 
Be wits +2 > ~ R.g Se 


Frinkel und Fonda*) haben in einer spiteren Publikation folgende 
Analysenzahlen fiir das wirksame Destillat mitgeteilt : 


DE vicicede & asakitsek > ot ahi kde 
gg: Se ey 


und sie gaben als mégliche Formel C,,H,;,0, an, wobei sie aber die 
Schwierigkeit der Aufstellung einer Formel betonen. 

Es erschien uns vor allem wichtig, zunichst festzustellen, ob das 
Destillationsprodukt einheitlicher Natur sei. Faust*) hat unlangst 
einige Fortschritte auf dem Wege zur Isolierung des Reinhormons mit- 
geteilt. Wir werden im experimentellen Teile diese Methode eingehend 
beschreiben, erweitert durch neue Verfahren und Kunstgriffe. Um 
zukiinftige Bearbeiter der Frage vor Enttaéuschungen zu bewahren, 
méchten wir zu einer Wiederholung der Versuche nur dann raten, wenn 
geniigend Ausgangsmaterial zur Verfiigung steht und wenn die techni- 
schen Voraussetzungen fiir die Aufarbeitung und fiir die Hochvakuum- 
destillation gegeben sind, sonst sind MiBerfolge nicht zu vermeiden. 

Zur Darstellung destillierten Materials ist es nétig, ein weitgehend 
vorgereinigtes Produkt zu haben. Je mehr Ballast entfernt worden 


1) Monatsschr. f. Geburtsh. u. Gynakol. 41, 1, 1915. 
2) Diese Zeitschr. 141, 379 bis 393, 1923. 
%) Schweiz. med. Wochenschr. 1925, Nr. 25. 
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ist, desto leichter geht die Destillation. Das Vorreinigungsverfahren 
ist miihevoll und zeitraubend, aber fiir die glatte Abwicklung der 
Destillation nétig. Unser Verfahren besteht im folgenden. Wegen 
der Einzelheiten sei auf den experimentellen Teil verwiesen. 

Die getrockneten, feinpulverisierten Organe (Ovarien- oder Pla- 
centen) werden mit einem Lésungsmittel, z. B. Benzol, erschépfend 
extrahiert. Der nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels ver- 
bleibende Rohextrakt wird durch mehrere aufeinanderfolgende Opera- 
tionen sukzessive gereinigt, wobei die Reihenfolge der Operationen 
abgeindert werden kann. ZweckmaBig werden die Reinigungsopera- 
tionen mehrmals wiederholt, nachdem es sich gezeigt hat, daB nach 
Entfernung von Verunreinigungen mit neuen Reinigungsmitteln auch 
mit dem bereits friiher angewendeten Reinigungsmittel wiederum 
Fallung erzielt wird. Die Lipoide halten sich gegenseitig auBerordentlich 
fest, und die Entfernung, z. B. der Fettsiuren, ]aBt sofort wieder andere 
Verunreinigungen frei werden, die vorher nicht oder nur schwer eliminier- 
bar waren. , 

Folgendes sind die einzelnen Stufen: 

Ausfillen der Phosphatide mit Aceton bei — 10°. 

Entfernen der Fette durch Aufnehmen in Methylalkohol bei — 10°. 

Ausfillen der Fettsiuren mit basischem Bleiacetat in Methylalkohol. 

Entfernen der verbleibenden Fettsiuren durch Behandeln mit 
alkalisiertem Kohlenpulver in Aceton. 

Ausfrieren in Aceton bei — 70°. 

Nach dieser Methode erhilt man schlieBlich ein helles rotgelbes 
©1!, das im Wachstumsversuch und im Brunstversuch stark positiv ist. 
Das Produkt soll sich in Petrolither klar auflésen und soll keine wesent- 
lichen Mengen freier Fettsiuren enthalten. Auch ist es praktisch frei 
von Cholesterin. Falls das Priparat gut ausgefroren war, ist eine Ent- 
fernung des Cholesterins mit dem teuren Digitonin nicht mehr nétig. 
Dieses Material ist ein geeignetes Ausgangsprodukt fiir die Hoch- 
vakuumdestillation. Trotz seiner weitgehenden Reinigung stellt 
es noch erhebliche Anforderungen an die Destillierkunst. Namentlich 
zu Beginn der Destillation erfolgt oft listiges Schiumen und Uber- 
spritzen, was das Destillieren zu einer wahren Geduldsprobe macht. 
Nicht unerwahnt méchten wir lassen, daB auch schon einma!l destillierte 
Praparate nach kurzem Stehen an der Luft wiederum zum Schiumen 
neigen, und da8 Unterbrechung der Destillation fiir die Fort- 
setzung verhingnisvoll sein kann, weil nachher endloses Steigen des 
Kolbeninhalts eintritt. Diese unangenehme Erscheinung steht zweifellos 
mit der Sauerstoffgierigkeit des Priparats im Zusammenhang. Es 
entstehen wahrscheinlich sehr leicht Oxydationsprodukte, die sich beim 
Destillieren in stérender Weise bemerkbar machen. Die leichte Oxydier- 
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barkeit aller, auch der reinsten Hormonpriparate ist iiberhaupt unser 
argster Feind gewesen, und wir haben unsere Priiparate stets unter 
méglichstem LuftabschluB unter Kohlensiure aufbewahrt. Aber selbst 
die unvermeidlichen Spuren Sauerstoff rufen stets mehr oder weniger 
rasch Braunfarbung der Praparate hervor; solche oxydierte Priparate 
sind nurmehr teilweise léslich in Petrolather, ein Teil wird unter Lack- 
bildung zerstért. 

Wir konnten nun die Destillation durch Anwendung eines Kunst- 
griffes zu einer einfachen Operation gestalten. Wenn man namlich das 
zu destillierende Produkt mit Essigsiureanhydrid erwirmt, so laBt 
sich nach dem Entfernen des iiberschiissigen Essigsiureanhydrids das 
Hormon ohne Schwierigkeit destillieren wie andere Substanzen. Glaubten 
wir anfangs den Grund hierfiir in der Entfernung der letzten Spuren 
Wasser suchen zu miissen, so erkannten wir bald, daB eine Acetylierung 
stattgefunden hatte. Die Acetylierung andert jedoch weder an der 
Wirksamkeit nech am Siedepunkt irgend etwas. Ersteres war fiir uns 
sehr iiberraschend; es war das erstemal, da8 wir ein wirksames Produkt 
in den Hinden hatten, das eine recht eingreifende chemische Ver- 
ainderung erlitten hatte, und wir hofften, daB in diesem ersten wirk- 
samen Derivat eine einheitliche Reinsubstanz vorliege. Der unveranderte 
Siedepunkt konnte nicht iiberraschen, da die Siedepunkte im Hoch- 
vakuum so erniedrigt werden, da8 unter normalem Druck weit aus- 
einander liegende Siedepunkte nahe zusammenriicken. Das Acetyl- 
hormon ist ein helles, gelbliches, ziemlich leichtfliissiges Ol von merk- 
wiirdigem, nicht unangenehmem Gervch, das im absoluten Vakuum 
bei etwa 185° siedet. Man erhilt es nach den niedriger siedenden Vor- 
laufen als ziemlich konstant siedende und wohl abgegrenzte Fraktion. 
Der oben erwaihnte Umstand, da8 die Siedepunkte im Hochvakuum 
kein Kriterium fiir die Einheitlichkeit sind, veranlaBte uns, eine neue 
Fraktionierungsmethode zu versuchen, um an Hand von Analysen 
ersehen zu kénnen, ob wir es mit einer einheitlichen Substanz zu tun 
haben. Zu diesem Zwecke konstruierten wir einen Mikroapparat, der 
es uns gestattete, ein Destillat in einzelne Tropfen zu zerlegen. Die 
abgefangenen Tropfen verbrannten wir nach Pregls Mikromethode. 
Aus der Untersuchung einer sehr groBen Anzahl! so gewonnener Mikro- 
fraktionen ergab sich, daB die Analysenzahlen nicht weit voneinander 
abweichen, aber leider war die Ubereinstimmung nicht so, da8 sie uns 
die Berechnung einer Forme! gestattet hatte. Als Zusammensetzung 
ergaben sich folgende Zahlen: 


CO oie +0. su8, 0,9 seeee Olt, 73,48 Pros. 
aa eae ms <a | eee 


(Tabelle im experimentellen Teile). 
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Die weitere Bearbeitung hat uns dann auch bald gezeigt, warum 
eine véllige Einheitlichkeit nicht méglich ist. 

Das Acetylhormon ist eine stark ungesittigte Substanz. Es ent- 
farbt Permanganatlésung sofort und addiert reichlich Brom. Ein 
einheitliches Bromadditionsprodukt konnte nicht gefaBt werden. Die 
ungesattigte Natur geht auch aus der leichten Hydrierbarkeit hervor. 
Unter der Vermittlung von Platin oder Nickel nimmt es Wasserstoff 
auf, wobei es sich in eine farblose, wachsartige Masse verwandelt, die 
bei 45° schmilzt und sich aus Methylalkohol zum Teil kristallisiert 
erhalten la8t. Das Hydrohormon zeigte folgende Elementarzusammen- 


setzung : 
4) sk ws a oe ol 


m6 64h 66 soe) ee 


Wie man sieht, ergeben die Analysen ein Bild, das mit den mittleren 
Fraktionen des nicht hydrierten Hormons iibereinstimmt. Mit der 
Aufstellung einer Formel wollen wir jedoch vorsichtig sein und erst 
eine sicher einheitliche Substanz vor uns haben. 


Nachdem uns die Molekulargewichtsbestimmungen nach der 
Camphermethode von Rast keine eindeutigen Resultate ergeben haben, 
hofften wir durch die Verseifung des Hormons Acetylzahlen zu erhalten, 
die uns einen tieferen Einblick in das Molekiil gestatten wiirden. Jedoch 
wurden auch hier nach unserer Tropfenmethode keine véllig tiber- 
einstimmenden Resultate erhalten. Wir konnten aber feststellen, daB 
das Produkt tatsiichlich gebundene Essigsiiure enthalt, im Mittel 
8,58 Proz. Carboxyl in Form von Acetyl. Des weiteren wurde fest- 
gestellt, da neben dem Essigsiurecarboxyl noch anderes nicht 
fliichtiges Carboxyl vorhanden ist. Es ergibt sich aus einer groBen 
Reihe von Tropfenanalysen folgendes Durchschnittsbild: 


EGR SIS 6a ks a dl a ne es | 
Co ee ee ie a ee ee ee 
SNA RONOEEE ck a) scsi ele oe, OF 
Petrolaitherlésliches Carboxyl ....... 7,15 ,, 


Dieses Ergebnis lie8 uns vermuten, daB auf 1 Mol. Essigsiure 1 Mol. 
einer anderen, petrolatherléslichen Siure vorhanden sei, und der weitere 
SchluB lag nahe, daB das Hormon ein Ester einer Fettsiure sei, der 
noch ein freies acetylierbares Hydroxy! aufweist. Es lieB sich an einen 
zweiwertigen Alkohol denken, welcher teilweise verestert wire. Die 
Suche nach einem solchen zweiwertigen Alkohol hat aber bisher ein 
negatives Resultat ergeben, und die weitere Untersuchung der genannten 
Saiure gab uns Aufschlu8 iiber die Bindungsart des Acetyls. Aus der 


4* 
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Verseifungslauge laBt sich eine dlige Siure abscheiden, die sich leicht 
im Vakuum destillieren laBt. Sie ergibt folgende Analysen im Mittelwert : 


Carboxyigehalt .....+-. + 14,92 Pros. 
Y fat eS oe eae ect a 6 erie te ee 
eae ee ae eee ee ee 
Molekulargewicht ...... . . 302,00 


Die weitere Untersuchung lieB uns erkennen, daB es sich bei der 
Rohsiiure um ein Gemisch handelt, das zum gréBten Teile aus den 
ungesattigten Fettsiuren C,, besteht. Hydrierung mit Platin ergab 
Stearinsiure. Oxydation mit Permanganat ergab eine Dioxystearinsaiure 
neben anderen Oxyfettsiuren, wie Tetraoxystearinsiuren und Hexa- 
oxystearinsiuren. Es miiBten also im Hormon eine Reihe von Fett- 
siuren enthalten sein, wie Olsiure, Linolsiure und Linolensiure. Die 
schon oben erwihnte Oxydierbarkeit laBt auch mit Sicherheit den 
SchluB zu, daB in den nichtdestillierten Hormonen auch Ester oxydierter 
Fettsiuren vorkommen, und das wiederum erklart den giinstigen EinfluB 
der Acetylierung auf die Destillation. Zweifellos haben wir es bei den 
Acetylhormonen mit Acetylderivaten solcher Oxysiuren zu tun. 

Der Nachweis hoch ungesittigter Fettsaiuren schlieBt sich auch den 
Befunden von Cartland und Hart!) an, welche im Acetonextrakt aus 
Corpus luteum die Anwesenheit groBer Mengen hoch ungesittigter 
Fettsiuren nachgewiesen haben. Cartland und Hart haben die Sauren 
durch Verseifen des Gesamtacetonextrakts gewonnen, wihrend wir 
die Vergesellschaftung dieser Siuren mit dem isolierten wirksamen 
Hormon als deren stindigen Begleiter feststellen konnten. Die 
Anhiufung dieser dem Lebertran und den Leinélfettsiuren nahe- 
stehenden Sauren lieB uns schon friiher vermuten, daB das Hormon in 
naher genetischer Beziehung zu ihnen stehe und daB diesen Fettsaiuren 
eine besondere biologische Rolle zufalle. Auch heute noch ist ein Zu- 
sammenhang nicht von der Hand zu weisen, wenn auch die Unter- 
suchung gezeigt hat, daB die aus dem wirksamen Hormon abgespaltenen 
Fettsiuren véllig unwirksam sind. Es handelte sich also im weiteren 
darum, die zweite Halfte des Hormons, den Neutralkérper zu suchen 
und, wenn méglich, rein darzustellen. Friihere Erfahrungen hatten 
uns gezeigt, daB bei der Verseifung unter den iiblichen Bedingungen 
Vernichtung der Wirkung erfolgte. Offenbar hingt dies zusammen mit 
der leichten Oxydierbarkeit der Substanz, die durch die Gegenwart 
von Alkali noch gesteigert wird. Die stark ungesittigten Siuren vom 
Linolensiuretypus nehmen leicht Sauerstoff auf und iibertragen ihn 
wahrscheinlich auch auf das fiir die Wirkung verantwortliche Bruch- 


1) Journ. of biol. Chem. 66, 619, 1925. 
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stiick. Es war aber auch mit der Méglichkeit zu rechnen, daB die zweite 
Halfte iiberhaupt unwirksam sei, und da das Hormon nur als Ester 
wirksam sei. Unsere Untersuchung hat ergeben, daB dies nicht der Fall 
ist, und daB der durch Verseifung entstehende Neutralkérper die volle 
Wirksamkeit besitzt. Verseift man namlich unter LuftabschluB, so 
kann man ihn als helles, gelbliches, leichtfliissiges Ol gewinnen, das im 
Hochvakuum bei 145° siedet. Er erwies sich sowohl im Wachstums- 
versuch als auch im Brunstversuch als stark positiv. Der relativ niedrige 
Siedepunkt des Neutralkérpers ist insofern von Bedeutung, als er zeigt, 
daB die Substanz erst durch die Verseifung des bei 185° siedenden 
Hormons frei geworden sein mu8. Es kann sich nicht um eine Bei- 
mengung gehandelt haben, da das bei 185° siedende Hormon von 
niedriger siedenden Vorliufen vollstaindig befreit war. Der Neutral- 
kérper behalt seine Wirksamkeit auch bei éfterem Destillieren unver- 
andert. Er ist gegen Sauerstoff etwas weniger empfindlich als die 
Muttersubstanz, briiunt sich aber ebenfalls nach kurzer Zeit. Der 
Neutralkérper ergibt nach der Tropfenmethode fraktioniert folgende 
Analysenzahlen : 


eee esa ae ae 81,65 bis 82,00 Proz, 
ale ares. wae as 2a 


(siehe Tabelle im experimentellen Teile). 

Wir wollen die Frage, ob hier eine einheitliche Substanz vorliegt, 
auf spater vertagen und nur noch kurz erwahnen, daB auch diese Substanz 
ungesattigter Natur ist. Auffallend ist der geringe Saverstoffgehalt. 
Er bestiatigt auch die oben erwaihnte Auffassung des Acetylprodukts, 
wonach das Acetyl an wohl sekundar bei der Aufarbeitung entstandenen 
Oxygruppen der Fettsiuren sitze und dadurch die ruhige Destillation 
ohne Stérung durch Wasserabspaltung erméglicht. 

Da wir nun zur Destillation des Hormons zuriickgekehrt sind, 
méchten wir noch einen weiteren auffallenden Befund mitteilen. Es 
hat sich gezeigt, daB der dickfliissige dunkle Destillationsriickstand 
noch wirksam war. Wir glaubten dies darauf zuriickfiihren zu miissen, 
da8 stets noch etwas aktives Material gelést zuriickbleibt und in den 
letzten Resten schwer auszutreiben sei. Wir gewannen auch stets aus 
den Riickstinden durch einen nochmaligen ReinigungsprozeB noch 
geringe Mengen bei 185 bis 200° destillierbares Hormon. Die Riick- 
stinde von dieser zweiten Destillation haben wir nun, nachdem kein 
Tropfen mehr auszutreiben war, mit Gewalt zu destillieren versucht, 
und zu unserer Uberraschung erhielten wir ohne wesentliche Zersetzung 
schéne Destillate bis zu einer Innentemperatur von 290°. Es ist bei 
solchen Températuren und im Hochvakuum nicht méglich, von 
Fraktionieren zu sprechen, immerhin miissen wir die vollstandige 
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Abtrennung des bei 185° siedenden Hormons konstatieren. Die neuen, 
bei 240 bis 290° siedenden Destillate sind auch bedeutend dickfliissiger 
als die Hauptfraktion. Auch sie sind léslich in Olivenél, und es zeigte 
sich im Tierversuch das auffallende Resultat, daB auch sie sowohl 
Wachstum als Brunst in typischer Weise hervorrufen. 

Auch diese Destillate sind verseifbar, und es wird sich nun darum 
handeln, ob sie in ihren hohen Siedepunkt als Ester héherer Fettsiuren 
desselben Neutralkérpers besitzen, oder ob es sich um einen zweiten 
wirksamen Neutralkérper handelt. Untersuchungen hieriiber sind im 
Gange. Schon heute wollen wir mitteilen, daB auch hier wiederum der 
Neutralkérper viel tiefer siedet als die Muttersubstanz, 200 bis 220° 
gegen 240 bis 290°, so daB wir auch hier eine esterartige Bindung an- 
nehmen diirfen. Wir konnten aber konstatieren, daB dieser Neutral- 
kérper nicht einheitlicher Natur ist. Bereits ist es uns gelungen, daraus 
kristallisierte Substanzen abzuscheiden, die fiir die Wirkung jedoch 
nicht verantwortlich sind, und méglicherweise wird es gelingen, auch 
diese hochsiedenden Anteile auf den bei 145° siedenden aktiven Neutral- 
kérper zuriickzufiihren, in dem Sinne, daB er den héheren Fraktionen 
beigemischt ist. Damit ware auf chemischem Wege eine Annaherung 
an die Ansicht Zondeks gefunden, welcher unlingst auf Grund von 
Implantationsversuchen den Satz ausgesprochen hat, es gibt nur ein 
Ovarialhormon, das alle hormonalen Funktionen auslést. Wir glauben, 
daB es noch verfriiht ware, diese Ansicht vom chemischen Standpunkt 
aus als bewiesen zu betrachten. Ob es nicht eine ganze Gruppe von 
Ovarialhormonen gibt, kénnen wir noch nicht mit Sicherheit behaupten. 
An ein Generationsorgan wie das Ovarium werden so verschiedene 
Anforderungen gestellt, daB wir annehmen diirfen, es seien nicht alle 
seine Funktionen auf ein und dieselbe Substanz zuriickzufiihren. Dafiir 
sprechen auch die klinischen Erfahrungen mit dem Seitz-Wintzschen 
wasserléslichen Ovarialpriparat Agomensin. Wohl aber diirfen wir 
an Hand unserer Versuche mit dem Neutralkérper 145° behaupten, 
daB eine Substanz, welche Uteruswachstum bewirkt, auch die Er- 
scheinungen der Brunst auslést. Ob mit diesen beiden Testen auch die 
klinische Wirkung parallel geht, ist eine Frage, die wir vorlaufig nicht 
beantworten kénnen. Der Beweis fiir eine solche Annahme kénnte nur 
durch klinische Versuche mit dem isolierten Neutralkérper erbracht 
werden, Versuche, die vorlaufig wegen der geringen Menge der zur 
Verfiigung stehenden Substanz zuriickgestellt werden miissen. Siehe 
auch Brugsch und Rothmann, Med. Klinik 1926, Nr. 8, 8. 287, die als haupt- 
sichlichen zur Bewertung dienenden Faktor die Stoffwechselsteigerung 
betrachten. Wir hoffen aber, daB unsere weiteren Versuche die Aus- 
beute an konstant zusammengesetzter Substanz so verbessern werden, 
daB es méglich sein werde, die klinische Priifung durchzufiihren. Wir 
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glauben deshalb auch, daf es kein dringendes Postulat ist, die Wirksam- 
keit der Ovarienpraparate in Ratten- oder Mauseeinheiten zu dekla- 
rieren. Es wire mehr zu begriiBen, wenn es gelingen wiirde, die wirk- 
same Substanz auch technisch so zuginglich zu machen, daB sie gewichts- 
maBig dosiert werden kann. Eine gewichtsmaBige Dosierung wire 
unabhangig von den vielen Fehlerquellen, die bei der Standardisierung 
am Tiere unvermeidlich sind. 

Wir méchten hier erwaihnen, da8 die Untersuchungen mit sehr 
geringen Substanzmengen durchgefiihrt werden muBten. Trotz der 
groBen Quantitaten Ausgangsmaterialien erhielten wir nur wenige 
zramm der wirksamen Fraktion 145°. Besonders miihevoll gestaltet 
sich das Arbeiten mit so geringen Mengen fliissiger Substanzen, die 
nicht kristallisieren. Die meisten der angewandten Methoden und 
Gerate muBten wir erst vom Makroverfahren auf Mikromethoden 
umarbeiten. 


Zusammenfassung, 

Es wurde gezeigt, daB es gelingt, durch ein neues Reinigungs- 
verfahren und durch Vorbehandlung mit Essigsiureanhydrid das 
aktive Prinzip aus Ovarien und Placenten im Hochvakuum/mit Leichtig- 
keit zu destillieren, was eine Verbesserung der Methode von Frinkel 
und Herrmann bedeutet. 

Die erhaltene aktive Fraktion des Destillats zeigt annahernd 
konstante Zusammensetzung. Sie erwies sich als ein Gemisch von 
Estern héherer, stark ungesittigter Fettsiuren. 

Durch Verseifen dieses wirksamen Estergemisches gelingt es, zu 
einem Neutralkérper zu gelangen, welcher bei 145° (0,02 mm) siedet 
und sowohl im Wachstumsversuch als im Brunstversuch sich als voll- 
wirksam erwiesen hat. Die durchschnittliche Zusammensetzung dieser 


Substanz ist: 
eos 6 is tien Us ee 


Bh ie 026 a. 2. eet SE: ae 


Es konnte ferner gezeigt werden, daB eine Substanz, die Wachstum 
des jugendlichen Uterus erzeugt, auch befahigt ist, die kiinstliche Brunst 
hervorzurufen. Ob nur eine einzige solche Substanz vom Ovarium 
produziert wird, ist zur Zeit noch nicht mit Sicherheit festgestellt. 


Experimenteller Teil. 


1. Extraktion und Reinigung des Hormons. 


Fein gemahlenes Placenta- oder Ovarienpulver wird mit einem Lésungs- 
mittel, beispielsweise Benzol, erschépfend extrahiert. Der nach dem Ab- 
destillieren des Benzols verbleibende Rohextrakt wird im Hochvakuum 
bis auf 150 bis 160° Badtemperatur erhitzt, um das Phenol, das als Kon- 
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servierungsmitte]l gedient hatte, zu entfernen. Der phenolfreie Riickstand 
wird in Aceton aufgenommen und auf — 15° abgekiihit, wobei die Haupt- 
menge der Phosphatide entfernt wird. Das Filtrat von diesen Ausscheidungen 
wird bei — 15° mit alkalisierter Tierkohle behandelt, bis letztere nicht mehr 
neutralisiert wird und langere Zeit deutlich alkalisch bleibt. Die hierzu 
benétigte alkalisierte Tierkohle stellt man sich durch Impragnieren von 
gewohnlicher Tierkohle mit wasserig alkoholischer Natronlauge und Trocknen 
im Vakuum her (5 Proz. NaOH). Dadurch werden die freien Fettséuren 
zum gréBten Teil als Seifen gefallt und von der Tierkohle nebst anderen 
Verunreinigungen adsorbiert. Das helle Filtrat wird eingedampft und in 
Methylalkohol aufgenommen. Bei — 15° fallen weitere dlige Verunreini- 
gungen, Neutralfette, Cholesterin usw. aus. Durch Versetzen des Filtrats 
mit methylalkoholischer Lésung von Bleiacetat (dargestellt durch Kochen 
von Bleioxyd und Bleiacetat in Methylalkohol) erhaélt man abermals eine 
Fallung, die entfernt wird. Durch Aufnehmen in Petrolather und Versetzen 
mit essigsaurem Wasser wird das iiberschiissige Blei entfernt, wobei das 
Hormon in den Petrolaither iibergeht. Der Verdampfungsriickstand des 
Petrolathers wird, in Aceton gelést, einem Tieftemperatur-Ausfrierverfahren 
unterworfen (Kohlenséureschnee-Aceton-Kaltegemisch). Bei — 50 bis 
— 70° werden die letzten Beimengungen ausgeschieden; sie werden mit 
einer Tauchnutsche abfiltriert. Die einzelnen Verfahrensbestandteile kénnen 
in verschiedener Reihenfolge angewendet werden. Sie werden so oft wieder- 
holt, bis keine Fallungen mehr nach irgend einer Methode erzielt werden. 
SchlieBlich bleibt das Hormon als helles rotgelbes ©] zuriick, das sich in 
tiefsiedendem Petrolaither klar hisen soll und das nurmehr Spuren von 
Cholesterin enthalt. 
2. Destillation. 


Das nach obigem Verfahren hergestellte Rohprodukt kann der 
Destillation unterworfen werden. Es neigt jedoch stark zum Schéumen und 
bereitet namentlich Ungeiibten viel VerdruB, bis es gelingt, einmal ein 
Destillat zu erhalten. Besonders stérend ist das Unterbrechen der Destil- 
lation zum ZuriickgieBen der iibergespritzten Substanz, weil bei dieser 
Gelegenheit das heiBe Hormon leicht Sauerstoff aufnimmt, wodurch die 
Destillation erst recht gestért wird. Es hat sich dann gezeigt, da®B durch 
Acetylieren mit Essigsiureanhydrid das Rohhormon in ein Produkt ver- 
wandelt wird, das sich ohne jede Schwierigkeit destillieren la48t. Man er- 
warmt es zu diesem Zwecke am Wasserbad mit der dreifachen ‘Menge Essig- 
sdureanhydrid wahrend einiger Stunden. Das iiberschiissige Essigsdure- 
anhydrid wird hierauf im Vakuum abdestilliert und der Riickstand im 
Hochvakuum (0,02 bis 0,05 mm) fraktioniert. Hierzu verwendet man 
gewohnliche Claisenkolben und als Vorlage eine der bekannten drehbaren 
Vorlagen mit verschiedenen GefiBen. Man taucht den Kolben tief in das 
Bad, umwickelt die freien Stellen, mit Asbest und beginnt langsam zu de- 
stillieren, damit die unwirksamen Vorlaufe médglichst scharf abgetrennt 
werden. Schon unter 100° gehen ziemliche Mengen eines leichtfliissigen 
Oles iiber. 

Bei etwa 150° (AuBentemperatur 180°) verlangsamt sich die Destillation, 
um bei héheren Temperaturen (Bad 200°) sich wieder zu beschleunigen. 
Bei 170 bis 200° Innentemperatur geht die wirksame Hauptfraktion iiber, 
die spater fir sich gesondert refraktioniert wird. Die Vorlaiufe bis gegen 
170° haben sich véllig unwirksam erwiesen, waihrenddem die Fraktion 
170 bis 200° sowohl im Brunsttest als im Wachstumstest stark wirksam ist. 
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Bei weiterem Erhitzen (AuBentemperatur bis 230°) hért die Destillation 
fast vollstandig auf. Nach dem Erkalten im Hochvakuum wird der dick- 
fliissige Riickstand in Methylalkohol aufgenommen. Hierbei bleibt ein 
dickes unansehnliches ©] ungelést zuriick. Die methylalkoholische Lésung 
wird wieder eingedampft und der Riickstand nochmals der Hochvakuum- 
destillation unterworfen, wobei man noch eine zweite kleinere Fraktion 
170 bis 200° erhalt, welche man mit der Hauptfraktion vereinigt. Der 
Riickstand von dieser zweiten Destillation beginnt bei Erhitzen auf noch 
héhere AuBentemperatur erneut zu destillieren, und bei 240 bis 290° Innen- 
temperatur geht ein dickes helles 1 iiber, das sich im Tierversuch ebenfalls 
noch als wirksam erwiesen hat. 

Aus 50kg Placentapulver wurden nach diesem Verfahren etwa 20g 
der wirksamen Mittelfraktion erhalten. Dieselbe wurde nochmalsfraktioniert, 
wobei wiederum eine kleine Menge Vorlauf abgetrennt wurde. Die Haupt- 
menge siedet beim zweiten Destillieren bei 185 bis 190° bei 0,02 mm und 
stellt ein helles, gelbliches 6] von starker Lichtbrechung dar. Der Geruch 
ist nicht unangenehm, er erinnert etwas an Lebertran. 

Um die Frage der Einheitlichkeit dieses Produktes entscheiden zu 
kénnen, versuchten wir dasselbe in méglichst kleine Fraktionen zu zerlegen, 
wozu uns nachstehend abgebildeter Fraktionierungsapparat diente. 





Abb. 1. 


Zum Auffangen der Fraktionen dient ein Glasrohr, durch dessen 
oberen Tubus in der Mitte die Tropfen fallen. Durch den einen Stopfen 
des Glasrohres fiihrt ein mit Vaselin gut abgedichteter Glasstab, an welchem 
ein Schlitten befestigt ist, welcher in Ausschnitten kleine Glaschen tragt, 
die durch Bewegen des Glasstabes nacheinander unter das Destillationsrohr 
geschoben werden kénnen. Das freie Ende fiihrt zur Pumpe. Diese 
Vorrichtung gestattet weit zahlreichere kleine Fraktionen zu entnehmen, 
als die bekannten drehbaren Vorlagen, welche nur fiir die Destillation 
gréBerer Quantitaten geeignet sind. Folgende Tabelle I gibt eine Ubersicht 
iiber eine unserer zahlreichen Analysenreihen. 

Wie man daraus ersieht, zeigen die einzelnen Tropfen keine solche 
Ubereinstimmung, da8 sich eine Formel errechnen lassen wiirde. Auch 
die Molekulargewichte nach der Camphermethode von Rast differieren 
erheblich voneinander. 
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3. Verseifung des Hormons. 


Das destillierte Acetylhormon laBt sich mit alkoholischen Laugen leicht 
verseifen. Es wird mit titrierter athylalkoholischer Alkalilauge am Wasser- 
bad erwarmt und sofort mit '/,; HCl zuriicktitriert. Samtliche Verseifungen 
haben wir im kohlensdurefreien Wasserstoffstrom durchgefiihrt. Es wurde 
das Gesamtcarboxy] bestimmt, hernach wurde durch Ausziehen der an- 
gesdiuerten Verseifungslauge mit Petrolather, Waschen der Petrolither- 
lésung mit Wasser und Titrieren des Petrolatherriickstandes das Fettséure- 
carboxy! bestimmt, und endlich wurde das Acetyl bestimmt nach der Vor- 
schrift von Kégl und Postowsky (Ann. 440, 34). 

Tabelle II gibt eine Ubersicht iiber eine unserer Versuchsreilhen. 

Man ersieht aus der Tabelle II, daB annahernd gleiche Mengen Fett- 
siurecarboxyl und Essigséiurecarboxyl vorhanden sind. Da es sich aber 
um ein Gemisch verschiedener Substanzen handelt, so ist dieser Umstand 
ohne Bedeutung fiir die Konstitution. Die Verseifbarkeit des Hormons 
lieB auch noch die Vermutung aufkommen, daB es sich um ein Lacton 
handle, In diesem Falle hatte sich aus den Fettsdéuren durch langeres Er- 
hitzen wieder Wasser abspalten lassen sollen. Das _ petrolitherlésliche 
Produkt zeigt jedoch selbst bei mehrstiindigem Erhitzen auf héhere Tem- 
peratur keine Abnahme des Carboxylgehalts, so daB wir das Vorliegen eines 
Lactons als ausgeschlossen betrachten kénnen. 


4. Analysen der Hormonsduren. 


Zur Gewinnung der Hormonsdéuren wurde die Fraktion 185° in Methy!l- 
alkohol mit pulverisiertem Barythydrat in einer Wasserstoffatmosphare 
gekocht. Nach 3 Stunden wird der Methylalkohol abdestilliert, der Riick- 
stand wird zur Entfernung der Neutralkérper mehrmals mit Aceton aus- 
gezogen und hierauf werden die Bariumsalze mit verdiinnter Salzséure am 
Wasserbad zersetzt. Die frei gewordenen Saéuren werden mit Petrolither 
extrahiert. Der Petrolather wird nach Waschen mit wenig Wasser abdestilliert 
und der Riickstand im Vakuum bei 110° getrocknet. Er wurde in einem 
Mikrovakuumdestillierkélbchen nach Pregl destilliert und das Destillat 


ergab folgende Analysenzahlen: 


Carboxylgehalt ..... . . 15,06 Proz. 
Orv. 8 « Msi eas ee ee eee! oo 
ee ee " 
Molekulargewicht ..... . 302 


Diese Zahlen wiirden einer Formel C 19,3, H 35,0, O 2,2 entsprechen. 
Offenbar handelt es sich um ein Gemisch verschiedener Saéuren. 


5. Katalytische Hydrierung der Hormonsduren. 


50 bis 80 mg Hormonsaure werden in 10 cem Eisessig gelést und mit 
10 bis 20 Proz. Willstdtterschem Platinschwarz in einer kleinen Schiittelbirne 
mit Wasserstoff behandelt. Als MeBgefaiB fiir den Wasserstoff dient eine 
in Zehntelkubikzentimeter eingeteilte Biirette. Nach 7 bis 8 Stunden war 
die Wasserstoffaufnahme beendigt. Der von Platinschwarz befreite Eisessig 
wird im Vakuum abdestilliert; der Riickstand erstarrt beim Abkiihlen 
und wird aus Methylalkohol umkristallisiert. Er besteht zu einem wesent- 
lichen Teil aus Stearinsdéure, was sich aus der Analyse und durch Misch- 
schmelzpunkt ergibt. 
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Aus der Wasserstoffaufnahme laBt sich entnehmen, daB zwei bis drei 
Doppelbindungen vorhanden sein miissen. Zum Beispiel verbrauchten 
83,2 mg Hormonsaure 16,4ccm Wasserstoff. Berechnet fiir zwei Doppel- 
bindungen 11,8 ccm, fiir drei Doppelbindungen 17,8ccm. Es liegt also 
ein Gemisch von Saéuren mit zwei, drei, vielleicht vier Doppelbindungen vor. 


6. Oxydation der Hormonsduren. 


Die wasserige Lésung der hormonsauren Kalisalze lieferte bei der 
Oxydation mit 1,5proz. Kaliumpermanganatlésung in der Kialte eine 
ganze Reihe von Oxyséuren. Unter anderem eine Dioxystearinsiure vom 
Schmelzpunkt 63 bis 64°, wihrend die gewéhnliche Diexystearinsaéure den 
Schmelzpunkt 137° hat. 

Analyse der Dioxystearinsiure vom Schmelzpunkt 63 bis 64°. 


Carboxylgehalt . . gef. 14,02 Proz. ber. 14,24 Proz. 


Dw wie be te «yee a Cae «a 
Oe eal we See ees. yh > ws » 11,46 ,, 
Molekulargewicht . 320 316 


Auch die Sativinséiure (Tetraoxystearinséure) und die Linusinséure 
(Hexaoxystearinsiure) konnten abgeschieden und identifiziert werden. 


7. Hydrierung des unverseiften Hormons, 


Wie die freien Fettsauren, l48t sich auch das intakte Hormon mit Platin 
oder Nickel hydrieren. 1g Substanz nimmt z. B. 96,5ccm Wasserstoff 
auf. Nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels l4Bt sich das Hydrierungs- 
orodukt im Hochvakuum destillieren. Es siedet bei 175 bis 185° (0,05 mm), 

Ibad 200 bis 220°. Das Destillat bildet eine wachsartige Masse, die sich aus 
heiBem Methylalkohol zum Teil kristallisiert erhalten ]48t. Beim Verseifen 
des kristallisierten Produktes konnten wiederum feste Fettséiuren erhalten 
werden, die zum gréBten Teil aus Stearinséiure bestehen. Das kristallisierte 
Produkt ergab folgende Analysenzahlen. 





Tabelle III. 
won aa a | Petrolithers | Wasserlésliches 
F | G ts Vv fb: | a 
Cc H Cubenyt | Cabexyt | Gabenyl | } ane! (igen) 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. : Proz. ‘s 
73,19 11,78 1,154 19,35 18,20 8,10 8.27 
73,15 11,86 1,145 19,34 18,20 8,12 y 


Die Mutterlaugen des kristallisierten Hydrohormons enthalten einen 
zweiten Korper, der erst in der Kaltemischung erstarrt. Auch dieser 
Umstand zeigt, da8 das destillierte Hormon nicht einheitlicher Natur ist. 


8. Nachweis der Essigsdure im urspriinglichen wie auch im hydrierten Hormon. 

Sowohl das urspriingliche wie auch das hydrierte Hormon wurde mit 
alkoholischer Kalilauge verseift. Nach dem Ansauern der Salzsiure werden 
die Fettsduren mit Petrolather entfernt, die wasserige Lésung wird schwach 
alkalisch gemacht und zur Trockne eingedampft. Der Trockenriickstand 
wird mit konzentrierter Phosphorséure angeséuert und mit absolutem 
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Ather extrahiert. In der aitherischen Lésung konnte mit Leichtigkeit Essig 
sdure nachgewiesen werden durch Uberfiihrung in Acetanilid. Schmelz- 
punkt 113 bis 114°. 

9. Der Neutralkérper. 

Verseift man das Hormon vom Siedepunkt 185° beispielsweise mit 
Baryt, in Methylalkohol, so erhalt man den Neutralkérper durch Fallen 
der fettsauren Salze mit Aceton. Nach dem Abdestillieren des Acetons 
nimmt man den Riickstand in Petrolather auf und wascht die petrolatherische 
Lésung mit wenig Wasser. Nach dem Trocknen wird der Petrolather ver- 
dampft und der Riickstand im Hochvakuum destilliert. Es geht ein helles, 
ziemlich leichtfliissiges, in der Hauptsache bei 144° siedendes Ol iiber. Durch 
mehrmaliges Refraktionieren wird das Produkt als ein bei 145° siedendes 
anscheinend einheitliches O] erhalten. Auch dieser Kérper wurde nach der 
Tropfenmethode in Fraktionen zerlegt, wobei sich eine gute Ubereinstimmung 
der Analysenzahlen ergab. So werden z. B. erhalten: 


C 82,00 Proz., 81,96 Proz., 81,65 Proz. 
m SRS Se *... h. aa 


Der niedriger siedende Neutralkérper wird aus sorgfaltig von Vor- 
laufen befreitem Hormon erhalten, er mu8 uns also bei der Verseifung neu 
entstanden sein. 

Auch der Neutralkérper ist in Wasser unléslich und leicht léslich in 
organischen Lésungsmitteln. Er ist wie das unverseifte Hormon sauer- 
stoffempfindlich und braéunt sich an der Luft, wenn auch nicht so schnell 
wie das Ausgangsmaterial. Die Substanz erwies sich in einer gréBeren Reihe 
von Tierversuchen als stark positiv im Wachstumsversuch und in der Brunst- 
reaktion. Quantitative Vergleiche muBten wir unterlassen, da wir lediglich 
auf Reinsubstanz und nicht auf Wirkungsausbeute gearbeitet haben. 

Wir méchten noch erwahnen, da8 wir trotz eifrigen Suchens nie Glycerin 
als Spaltungsprodukt bei der Verseifung auffanden. 

Die weitere Untersuchung des Neutralkérpers ist im Gange, und wir 
hoffen, dariiber spaiter Naheres mitteilen zu kénnen. 


Fiir die Priifung der zahlreichen Substanzen im Tierversuch sprechen 
wir Herrn Privatdozent Dr. Fritz Uhlmann in Basel unseren besten Dank aus. 











Uber den Einflu6 der Fiitterung mit aktivem und inaktivem 
Eisenoxyd auf den Harnquotienten C:N beim Kaninchen. 


Von 
Hideo Wada (Osaka). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In ihrer Arbeit ,,Chemische und physikalische Studien zum Mineral-, 
insbesondere zum Eisenstoffwechsel“') teilen Baudisch und Welo 
folgende Beobachtungen mit. 


Sie stellten ein magnetisches Eisenoxyd ,,Magnetit‘‘ (FeO Fe,0O,) 
kiinstlich her, oxydierten es bei 300°C im Sauerstoffstrom und erhielten 
dabei ein wasserfreies, rostbraunes Pulver mit noch starkerer magnetischer 
Kraft. Dieses Pulver war Eisenoxyd Fe,0,. Bei weiterer Erhitzung auf 
500°C ging dieses stark magnetische Eisenoxyd in ein unmagnetisches 
Eisenoxyd von derselben chemischen Formel Fe,O, iiber. Die Réntgen- 
Interferenzphotographie zeigte, daB das Molekiil der ersten Oxydations- 
stufe, nimlich das magnetische Eisenoxyd, kubische, das der zweiten 
Oxydationsstufe, das unmagnetische Eisenoxyd, rhomboedrische Kristall- 
struktur hatte. Diese physikalisch verschieden strukturierten Stufen des 
Eisenoxyds nennen diese Autoren ,,allotrope Formen im atomaren Aufbau 
des Eisenoxyds“. 

Es zeigte sich weiter, daB Zusatz von dem magnetischen Eisenoxyd 
zum Nahrboden gewisser Bakterien deren Wachstum begiinstigt, waihrend 
Zusatz von dem unmagnetischen Eisenoxyd keinen derartigen Einflu8 
erkennen |a8t. Aus diesem Grunde wird das stark magnetische Eisenoxyd 
, aktives“*, das unmagnetische Eisenoxyd ,,inaktives‘* Eisenoxyd genannt. 
Biologisch aktives Eisenoxyd absorbiert sehr wenig Wasser, biologisch 
inaktives Eisenoxyd aber absorbiert viel Wasser. Erich Miilier hat dann 
in seinem Bericht neuer Forschungsergebnisse iiber die Wirkung von 
Mireralstoffverbindungen ?) die allgemeine physiologische Bedeutung dieser 


') Die Naturwissenschaften, Jahrg. 13, 1925, Heft 36. Berlin, Julius 
Springer. 


2) Arch. f. Kinderheilk. 77. 
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Befunde von Baudisch und Welo, insbesondere ihre Beziehung zum 
Vitaminproblem gewiirdigt. 

Auf Veranlassung von Professor Bickel habe ich nun die Stoff- 
wechselwirkung dieser beiden Eisenoxyde an Kaninchen studiert, und 
zwar an dem Verhalten des Harnquotienten C: N. Abgesehen von den 
von Warburg nachgewiesenen Beziehungen des Eisens zur Atmung und 
von den Beobachtungen Abderhaldens iiber den das Wachstum férdernden 
EinfluB des Eisens liegt kaum experimentelles Material iiber allgemeine 
Stoffwechselwirkungen des Eisens in der Literatur vor. Es war zu 
erwarten, da§ das aktive Eisenoxyd starke Wirkungen im intermediiren 
Stoffwechsel ausiiben muBte, die dem inaktiven Eisenoxyd fehlten, 
oder die bei ihm nur in geringfiigigem MaBe vorhanden waren. Die 
Richtigkeit dieser Vermutung wurde durch meine Experimente an 
Kaninchen vollauf bestatigt. Die Wirkung des aktiven Eisenoxyds 
auf den Harnquotienten C: N war eine geradezu frappante; bei dem 
inaktiven Eisenoxyd wurde wihrend der Medikation iiberhaupt kein 
EinfluB auf den Quotienten gesehen, eine geringfiigige Spatwirkung 
war aber wohl vorhanden. 

Professor Bickel ist der Meinung, daB durch diese Versuche der 
Eisentherapie in der Klinik wahrscheinlich ein erweitertes Wirkungs- 
feld erschlossen werden kénnte, wenn man sich des aktiven Eisen- 
oxyds bedient. 

Bei der Gabe des aktiven Eisenoxyds steigt der Harnquotient C : N 
gewaltig an. Ein derartiger Anstieg unter der Einwirkung von Arznei- 
mitteln ist bisher nur bei der Gabe eines Hypophysenpriiparats (Hypo- 
physin) von uns beobachtet worden. Ich habe diesbeziigliche Versuche 
in meiner Arbeit ,,Uber das Verhalten des Harnquotienten C: N bei 
Fiitterung von Schilddriisen- und Hypophysenpriaparaten“'!) ver- 
éffentlicht. Da die Quotientsteigerung vor allem durch eine N-Spaltung 
in beiden Fillen zustande kommt, scheint die Quotientsteigerung 
einen Einflu8 auszudriicken, den das aktive Eisenoxyd und wohl auch 
das Hypophysin auf die assimilatorische Phase des Stoffwechsels hat. 
Dabei ist zu beriicksichtigen, daB das Hypophysin kein Vorderlappen- 
praparat ist, also nicht dem Wachstumsorgan der Hypophyse ent- 
stammt. 


Die allgemeine und prinzipielle Bedeutung meiner Versuche, wie 
derjenigen von Baudisch und Welo fiir die Abhangigkeit der biologischen 
Wirkung von Mineralstoffen von der feineren Art ihrer Atomstruktur, 
soweit diese nicht den chemischen Charakter des betreffenden Atoms 
allein bedingt, liegt auf der Hand. 


1) Diese Zeitschr. 174, 392, 1926. 
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Die Versuchsanordnung war folgende: 


Zwei Kaninchen von 1900 bzw. 1600g Kérpergewicht wurden bei 
gleichmaBiger Fiitterung mit Futterriiben gehalten. In einer fiinftagigen 
Vorperiode wurde die tagliche Lage des Harnquotienten C : N durch Analyse 
der 24stiindigen Harnmenge auf C und N bestimmt und daraus die Lage 
des Quotienten im Periodendurchschnitt berechnet. Darauf erhielt jedes 
Tier taglich 5 mg bzw. 4 mg aktives Eisenoxyd in Form einer Aufschwem- 
mung in etwa 30cem Wasser durch die Sonde in den Magen gegossen. 
Das wurde 5 Tage lang gemacht. Wieder wurde in dieser ersten Haupt- 
periode die Lage des Quotienten ermittelt. Alsdann folgte eine Zwischen- 
periode von 11 bzw. 10 Tagen, in der die Tiere lediglich ihre Futterriiben- 
nahrung wie in der Vorperiode erhielten. Die Quotientbestimmung wurde 
weiter gemacht. Nunmehr bekam jedes Tier in einer zweiten Hauptperiode 
tiglich 5 bzw. 4 mg inaktives Eisenoxyd in Aufschwemmung in etwa 30 ccm 
Wasser durch die Sonde per os als Zulage zur Nahrung Es folgte dann eine 
neun- bzw. achttaigige Nachperiode, in der nur das Futter wie in der Vor- 
und Zwischenperiode den Tieren ohne Eisenzulage verabfolgt wurde. Auch 
in der zweiten Hauptperiode und in der Nachperiode wurde der Quotient 
bestimmt. 

Beide Versuche hatten ein voéllig iibereinstimmendes Ergebnis. Unter 
dem Eindruck der Gabe des aktiven Eisenoxyds stieg der Quotient gewaltig 
an. Schon am ersten Tage der Medikation war der Anstieg vorhanden. 
Nach Aussetzen der Gabe dieses Priparats blieb der Quotient noch mehrere 
Tage (6 bis 4 Tage) hoch und sank dann in den letzten 5 bis 6 Tagen dieser 
Zwischenperiode ein wenig unter den Wert der Vorperiode. Der Durch- 
schnittsquotient in dieser ganzen Zwischenperiode war natiirlich ebenfalls 
betrachtlich niedriger als der Quotient in der ersten Hauptperiode. 


Als nun in der zweiten Hauptperiode das inaktive Eisenoxyd gegeben 
wurde, sank der Quotient im Vergleich zu dem Durchschnittsquotienten 
der ganzen Zwischenperiode, stieg aber bei dem Kaninchen I ein wenig 
und sank bei dem Kaninchen II eine Spur gegeniiber dem Werte, den der 
Quotient in den letzten Tagen der Zwischenperiode gehabt hatte. Es war 
also durch die Medikation des inaktiven Eisenoxyds praktisch keine 
Quotientaénderung zustande gekommen. In der nun folgenden Nachperiode 
hob sich bei beiden Kaninchen der Quotient etwas iiber den Wert der zweiten 
Hauptperiode und auch iiber den Wert der Vorperiode. 

Vielleicht haben wir es hierbei mit einer Spatwirkung des inaktiven 
Eisens zu tun, denn gegen Ende der Nachperiode lag der Quotient durch- 
schnittlich etwas tiefer als zu Beginn derselben. 

Aus allen diesen Versuchen ergibt sich, daB die Gabe des aktiven 
Eisenoxyds eine starke Quotientsteigerung hervorruft, die sofort auftritt 
und die auch noch einige Tage nach Aussetzen der Medikation bestehen 
bleibt, waihrend das inaktive Eisenoxyd wahrend seiner Medikation praktisch 
gar keinen EinfluB auf die Lage des Quotienten hat, héchstens aber eine 
Nachwirkung im Sinne einer geringfiigigen Quotienterhéhung erkennen 
1aBt. 

Die durch das aktive Eisenoxyd bewirkte Quotienterhéhung kommt 
vor allem durch eine N-Sparung zustande; denn der Harn wird armer an N. 
Die Kohlenstoffausscheidung durch den Harn war in dem einen Falle 
(Kaninchen I) dabei unverandert, in dem anderen Falle (Kaninchen IT) 
leicht erhdht. 








Harnquotient C : N. 
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Abb. 1. Kaninchen I. 
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Abb. 2. Kaninchen Il. 
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Bei der Gabe des inaktiven Eisenoxyds war die geringfiigige Nachwirkung 
im Sinne einer leichten Quotienterhéhung durch entsprechende Verande- 


rungen am C und N zustande gekommen. 


Es mu8 vorlaufig dahingestellt bleiben, ob die Verschiedenheit in der 
Wirkung der beiden Eisenoxyde auf Verschiedenheiten in der Resorption 


oder der cellularen Wirkung besteht. 


Experimenteller Teil. 


Der N wurde nach Kjeldahl, der C nach der in der Arbeit von Gomez’) 
beschriebenen Methode bestimmt. Alle Analysen wurden doppelt ausgefiihrt. 


1) Diese Zeitschr. 167, 424, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 175. 
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Versuchsprotokolle. 


Kaninchen I. 














Datum cen i : : C:N — 

20. TIT. 1950 300 | 1,088 10) _ 0,6720 1,619 
21. III. 1950 315 | 1,020 60] 3 0,7056] = 1,446 
22.111. 1920 320 | 1,188 88/$ 0,8064' = 14S Hi 
23.111. 1900 360 | 1,003 32] = 0,6552] = 1,531] — H 
24.111. 1900 315 097934) _ 0,6615) 1,480 
25.111. 1920 400 | 1,21200 0,5600 2,164 ‘ 

26. III. 1920 320 | 105408] S 0,3584] — 2,941] | Ee 

27.111. 1950 220 0961182 0,3080' & 3,120) i a2. 

28. III. 2020 275 0,91492| = 0.3850] = 2,376] ™ ha 

29. IIT. 2000 270 1,20609) 0.3780) 3,190 - 

30,111. 2020 365 (107711 0,4066 2,649 

31.111. 1900 290 | 0,895.23] 0,4060 2,205 

1. IV. 1920 370 | 0,99900| = 0,5180| £ 1,928| = 

2. IV. 1950 320 |1,19744{ 5. 0,6272/ * 1,909 a 

3.1V. 2000 160 0,62192]"]}< | 03240] |_ 1919} |i. 

4. IV. 1900 380 104716) ‘2 05256) $S i999) 1% 

5. IV. 1950 360 (087588) |= 06048) | 1283) |- 

6. IV. 1920 155 | 0,550 40} x 0,5208] ,_ 1,056] _ 

7.1V. 1970 370 | 1,12998' 5 0,9324) 5 1,212'2 

8. IV. 1970 355 | 0.77958] > 0,5467| = 1,426] ~ 

9. IV. 1900 535 115239 0,7490 1,538 

10. IV. 1950 | 300 0,777 30 0,5460 1,423 : 

11, IV. 1950 445 (1,24377] = 0,9968) _ 1,247] . | fz, 

12, TV. 2000 380 0,920 36) + 0,5256' S 1,751) 3 ai: 

13. IV. 1930 | 540 107190} | -0,6804] = 1,575| — | 

14. IV. 1920 450 0,959 50 0,5670 1,692 o 

15. IV. 2000 500 1,442.50 0.8400 1,717 

16. IV.|| 1950 10660 — -” ae 

17. IV.) 2000 420 1,207 08 0,7644 1,577 

18. IV. 2100 600 | 1,41708 0,8400 1,687 

19. IV. 2000 550 0,953 97| ® 0.4620] % 2,064] «= 

20. IV. 2000 660 1,446 72 = 0.5544 S. | 2,609( = 

21. IV. 2000 680 1,138 66] ~ 0.5712 | 1,993 

22. IV. 1980 590 0,785 29 0,6608 | 1,188 

23. IV. | 2020 485 0,613 72 0,5432 (1,129 

24. IV. 2000 640 1,172.92 0.8064 1,454 
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Datum 


10. 
11. 
12. 
13. 
14. 


11. 
12. 


-eorwoe SS BRSRRE BI 


Se "E2 & 


IV. 
ws 


V. | 


V. 


¥. 


V. 


Wi 


Ve 


KOorper- 
gewicht 


1600 
1550 
1550 
1600 
1620 


1620 
1600 
1600 
1600 
1620 


1550 
1600 
1600 
1550 
1550 
1620 
1600 
1600 
1650 
1600 


1620 
1630 
1580 
1600 
1620 


1600 
1720 
1720 
1720 


1700 


1720 
1720 
1750 


310 
445 
425 

70 
400 
370 
425 


360 


310 
360 
390 


0,581 40 
0,702 90 
0,988 32 
0,868 70 
0,732 92 


0,996 88 
0,788 98 
0,989 41 
0,824 66 
1,166 98 


0,792 00 
0,980 11 
0,952 23 


0,774 85 


0,953 38 





FE 


eo 


So 
0,696 66 


0,832 59 
0,760 32 
0,951 37 
0,674 16 
1,019 16 
0,836 82 


0,588 96 
0,576 02 
0,414 16 
0,956 16 
0,823 29 


0,401 76 
0,527 77 
0,677 10 
0,537 66 
0,671 63 
0,492 16 
0,705 59 
1,067 85 


0,845 73 


0,671 72 


0,635 19 








0,849 542 


0.4032 


| 0.2870 


N 


0,364 
0,420 
0,609 
0,490 
0,427 


0,4284 
0.3160 
0,3045 
0.2625 
0.4320 





0,4760 
0,4816 
0,3038 
0,6230 
0,4760 
0,6048 
0,4480 
0,6734 
0,5950 


0,3360 | 


0,4620 
0,3472 
0,6048 
0,5460 


0,2016 


0,3416 
0.2436 
0,2632 
0,2240 
0.3864 
0,7560 





0,462 


0,3993 0,3487 


0,570 03 


0,4726 


0,3379 
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1,597 
1,673 
1,623 
1,773 
1,716 


2,327 
2,496 
3,249 
3,141 
2,701 


2,357 
2.059 
1,977 
2,293 
1,336 
1,597 
1,573 
1,504 
1,513 
1,406 


1,461 


(1,246 
| 1,192 


1,581 
1,507 


1,992 
1,838 


1,982 


2,207 
2.551 
2,197 
1,826 
1,412 








1,6724 


2.7828 


2,171 


1,488 





13974 


= 


5* 


1,7615 
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Bemer- 
kungen 





4 mg aktives 
Eisenoxyd,(per os) 


4 mg inaktives 
Eisenoxyd (per os) 











Uber den Mechanismus 
der Blausiurehommung von Atmungsmodellen. 


Von 


Hermann Blaschko. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


( Eingegangen am 2. Juni 1926.) 


Die Analogie zwischen der spezifischen Blauséiurewirkung auf 
Eisenkatalysen und auf die Zellatmung ist einer der Griinde zur Auf- 
stellung der Warburgschen Atmungstheorie gewesen, die den Schwer- 
metallen, insbesondere dem Eisen, die Rolle als Sauerstoffiibertrager 
in der Zelle bei der Oxydation der Nahrstoffmolekiile zuweist. Danach 
erklart sich die Vergiftung der Atmung durch kleine Mengen Blausiure 
dadurch, daB das Metall mit der C N-Gruppe eine Komplexverbindung 
eingeht, die katalytisch unwirksam ist. 

Nun aber sind im allgemeinen die Komplexverbindungen der 
Schwermetalle, insbesondere des Eisens, mit Blausdure stabil, so daB 
man die Blauséure aus ihnen nicht mit einfachen physikalischen Mitteln 
entfernen kann und das Eisen als Ion wiedergewinnt, wahrend auf der 
anderen Seite die Blausiurevergiftung der Zellatmung vollstandig 
reversibel ist, indem schon durch Auswaschen der Zellen, Auspumpen 
der Lésung usw. die Zelloxydation wieder auf die urspriingliche Hohe 
gelangt. Wir miissen daher annehmen, daB es sich um andere Ver- 
bindungen handelt, als etwa die nach Art der Ferrocyanwasserstoff- 
siure aufgebauten. Die Metallblausiureverbindungen miissen wohl 
analog denen des Hamoglobins mit Sauerstoff und mit Kohlenoxyd 
gedacht werden, die ja auch durch Herabsetzung des Partialdruckes 
der betreffenden Gase zerlegt werden. 

Fiir den Biologen steht die Frage nach der Konstitution dieser 
Verbindungen nicht so sehr im Vordergrund; es interessiert mehr, ob 
die katalytischen Prozesse der unbelebten Natur, die spezifisch blau- 
siureempfindlich sind, in ahnlicher Weise nach der Entfernung der 
Blausiure aus der umgebenden Lésung ihre katalytische Fahigkeit 
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wiedergewinnen, wie die vergifteten Zellen'). Hierauf waren die ver- 
schiedenen Atmungsmodelle zu untersuchen, die im Laufe der letzten 
Jahre beschrieben wurden. Es ist dies an erster Stelle in Wasser auf- 
geschwemmte Tierkohle, an der die Aminosaéuren in ahnlicher Weise 
oxydiert werden wie in der Zelle®), eine Oxydation, die auf das in der 
Oberfliche der Kohle komplex gebundene Eisen zu beziehen ist*), 
ferner das seit langem bekannte Palladiummohr, das Alkohol zu Essig- 
siure oxydiert sowie Wasserstoffsuperoxyd zersetzt wie die tierische 
Katalase. Auf der anderen Seite aber gibt es homogene Katalysen, die 
auch Paradigmata fiir bestimmte vitale Oxydationen liefern: ins- 
besondere die Oxydation von Fructose in konzentrierter Phosphat- 
lésung*), die ebenfalls auf Metallspuren zuriickzufiihren ist 5), ferner 
die Ubertragung des Sauerstoffs auf ungesittigte Fettsiuren durch 
Sulfhydrilverbindungen, insbesondere Cystein®), die ihrerseits auf der 
durch Eisenspuren bedingten Spontanoxydation des Cysteins beruht’), 
also letzten Endes auch eine Metallkatalyse ist. 


Von diesen Modellen habe ich auf Veranlassung von Herrn Me yerhof 
die erstgenannten heterogenen Katalysen und als Beispiel einer homo- 
genen Katalyse die Oxydation der Fructose auf Reversibilitat der 
Blausaurewirkung untersucht. Inzwischen zeigten Warburg und Toda‘), 
daB die Oxydation von Oxalsiure durch Jodsiure in schwefelsaurer 
Lésung durch Blausaure vergiftet und diese Vergiftung durch bloBes 
Luftdurchleiten riickgingig gemacht werden kann. Ferner machte 
Wertheimer®) die Angabe, daB die Blausiurevergiftung der Indophenol- 
blausynthese zuriickgeht, wenn die blausaiurehaltige Lésung verdiinnt 
wird ?®), 

I. Die Aminosiureoxydation an Kohle. 


Die Oxydation von Aminosauren an Kohle, die von Warburg und 
seinen Mitarbeitern eingehend untersucht worden ist, weist so viele 
Analogien mit der Zellatmung auf, daB die Frage der Reversibilitat der 
Blausaurevergiftung hier von besonderem Interesse war. 


1) Ebenso wie die Vergiftung der Zellen ist auch die der Fermente 
reversibel; s. z. B. Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 309, 1905. 

*) O. Warburg und Negelein, diese Zeitschr. 118, 257, 1921. 

3) O. Warburg, ebendaselbst 119, 134, 1921. 

*) Warburg und Yabusoe, ebendaselbst 146, 380, 1924. 

5) O. Meyerhof und K. Matsuoka, ebendaselbst 150, 1, 1924; Wind, 
ebendaselbst 159, 58, 1925. 

*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 199, 531, 1923. 

7) O. Warburg und Sakuma, ebendaselbst 200, 203, 1923. 

5) Naturwissensch., Jahrg. 13, Heft 20, S. 442, 1925. 

®) Fermentforschung 8, 497, 1925. 

) Siehe auch Wieland, Ann. 445, 181, 1925. 
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Methodisches. 


Benutzt wurde Carbo medicinalis Merck, biologisch hochwertig, in 
jedem Versuch 0,1 g. Die zum Versuch dienende Kohle wurde alle paar Tage 
einige Minuten gegliiht, wodurch die Wirksamkeit stark stieg. Als Amino- 
sdure diente Leucin (synthetisch) in n/20 Lésung. Die Kohle wurde in 
8ccem Fliissigkeit suspendiert. Die Atmungstrége, von der von Tanaka 
abgebildeten Form, mit einem Rauminhalt von etwa 25 ccm, wurden mit 
Sauerstoff gefiillt. Gemessen wurde der verbrauchte Sauerstoff. Im Einsatz 
befand sich keine Kalilauge, da sonst durch die Uberdestillation der Blau- 
sdure in den Einsatz sowohl die Konzentration der HCN in der Versuchs- 
lésung sinkt, als auch bei héheren HCN-Konzentrationen Fehler bei der 
Messung entstehen kénnen. Die verbrauchte Sauerstoffmenge berechnet 
sich dann aus der abgelesenen Héhendifferenz nach der von Warburg") 


abgeleiteten Formel: ? 7 

Ke =n| co,‘ ¥o, | 

: Koo, + 7° Ko, 

y, der respiratorische Quotient der Leucinoxydation, ist von Warburg 
und Negelein *) zu 0,8 bestimmt worden. Da die gegliihte Kohle eine gewisse 
Selbstoxydation zeigt, ist diese in den unten angefiihrten Versuchen bereits 
in Abzug gebracht worden. Diese Autoxydation ist durch Blauséure nicht 
hemmbar, ist also in allen Versuchen gleich groB. 

Die Versuche wurden folgendermaBen angestellt: Zuerst wurde die 
Oxydation des Leucins mit’ und ohne n/500 Blausiure (d.h. einer 
Lésung von n/500 KCN, die durch Zusatz aquivalenter Mengen Essig- 
siure neutralisiert ist) bestimmt; dann wurde die Kohle aus dem 
Atmungstrog entfernt, abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen, wieder 
abzentrifugiert und, aufs neue mit Leucinlésung versetzt, in das Atmungs- 
gefaB zuriickgebracht. 

Tabelle I. 
Leucinoxydation an Kohle. Temperatur: 37°, Gasraum: reiner Sauerstoff, 
Fliissigkeitsmenge: 8ccm. 5. 10—*n Leucin, 2. 10-*n HCN, 0,1 g Kohle 
gegliiht. cmm O, pro 0,1 g Kohle und 1 Stunde. 





: | Hemmung Nach dem | Nech dem ] Hemmung 


Ohne | Mit 
Nr. a vorher Wasch | Wasch nachher Bemerk 
; HCN | HCN | Proz. ohne H CN mit H CN Proz. co 

l 297 | 25 92 119 60 Einmal gewaschen 

184 38 || 2S. . 
| | 

2; — | — 231 219 5 | Einmal . 
| 2275 241 ee ae 

3 3255 | 30 89 263 20 |\Einml . 
223,5 31 3 Stdn. a 


Wie aus den angegebenen Zahlen hervorgeht, ist die Vergiftung 
innerhalb der Versuchsgenauigkeit reversibel. Die Hemmung, die in 

1) Warburg, diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 

2) Le, S. 281. 
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n/500 Blausiure iiber 90 Proz. betragt, wird schon durch einmaliges 
Waschen mit Wasser nahezu aufgehoben (Versuch Nr. 2). DaB die 
absoluten Zahlen fiir die Oxydation sowohl in der vergifteten wie 
unvergifteten Probe nach dem Waschen etwas zuriickgegangen sind, 
liegt daran, daB es nicht gelingt, die Kohle quantitativ ins Atmungs- 
gefaB zuriickzubringen; eine kleine Menge geht beim Umfiillen usw. 
verloren. 

Aber schon in diesen Versuchen zeigte sich, daB die Erzielung 
eines vélligen Riickgangs der Blausiurewirkung von nicht genau tiber- 
sehbaren Bedingungen abhingt. Ungegliihte Kohle, die erheblich 
sehwicher wirksam ist als gegliihte, zeigte nach dem Waschen keinen 
Riickgang der Hemmung. Offenbar ist hier die Bindung des Eisens so 
verindert, da8 sowohl eine schwichere Sauerstoffiibertragung als 
auch eine festere Bindung des CN resultiert. Eine Analogie hierzu 
bietet vielleicht die friihere Beobachtung von Warburg, dab Zucker- 
kohle, die mit Eisen getrinkt ist, gegeniiber Aminosiuren unwirksam 
ist, durch Gliihen jedoch eine gewisse Aktivitat gewinnt’). 


Il. Versuche mit Palladiumschwarz. 


Die Katalysen an den Metallen der Platinreihe werden durch Blau- 
siure gehemmt. Vor kurzem hat Tanaka*) die Blausiurehemmung 
der Wasserstoffperoxydzersetzung und der Alkoholoxydation durch 
Palladiumschwarz aufs neue untersucht. Diese beiden Katalysen habe 
ich im Hinblick auf die Frage der Reversibilitét der Blausturewirkung 
gepriift. Das Palladiumschwarz wurde nach Vorschrift von Wieland) 
hergestellt und 24 Stunden in wisseriger Suspension mit Sauerstoff 


gesattigt. 
a) Wasserstoffperoxydzersetzung. 
Methodik. 


Die bei den einzelnen Versuchen angewandten Mengen Palladium- 
schwarz betrugen 0,03 bis 0,05 mg (auf der Mikrowage gewogen); sie wurden 
in eine Gesamtfliissigkeit von 2,5 ccm suspendiert. Die Lésung war meist 
mit einem Phosphatpuffergemisch (m/25) versetzt von py 8; die Anfangs- 
konzentration des Wasserstoffperoxyds war 0,48 Proz. Unter diesen Be- 
dingungen fallt die Zersetzungsgeschwindigkeit ziemlich stark ab, da die 
Konzentration des H,O, rasch zuriickgeht. Die ersten Ablesungen wurden 
15 Minuten nach Beginn der Reaktion gemacht. Die MeBgefaBe hatten 
einen Rauminhalt von 12 bis 15ccem; im Gasraum befand sich Luft; ge- 
messen wurde die Druckzunahme durch den entstehenden Sauerstoff. 
Temperatur 37°. 


1) Chem. Ber. 59, 739, 1926. 
2) Diese Zeitschr. 157, 425, 1925. 
3) Chem. Ber. 45, 484, 1912. 
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Die Ergebnisse waren die gleichen wie mit Kohle; wenn man zwei 
Palladiummengen, von denen die eine mit n/2000 Blausaure versetzt 
ist, die andere nicht, kurze Zeit ein- bis zweimal mit Wasser auswascht, 
abzentrifugiert und beide Proben auf die Geschwindigkeit der H,0O,- 
Zersetzung untersucht, so ist die Hemmung, die vorher 70 und 80 Proz. 
betrug, nach dem Waschen vdéllig zuriickgegangen. 











Tabelle II. 
Sauerstoffbildung aus H,O, in emm pro 5 Minuten und 0,01 mg Palladium. 
Vor dem Waschen Nach dem Waschen 
Nr. ohne mit n/2000 Hemmung ohne mit n/2000 Hemmung 
Blausa Blausaure Proz. Blausaure Blausaure Proz. 
1 61 14,5 76 44,5 37,5 16 
2 181.5 48 73,5 94,5 103 0 
3 108,5 24.5 78 44,5 47 0 
4 149 37,5 75 85,5 119 0 


b) Alkoholoxydation. 
Methodik. 


Die Alkoholoxydation wurde wie bei Tanaka in n/10 Schwefelséure 
gemessen. Die Palladiummenge betrug 1 bis 3 mg, die Gesamtfliissigkeits- 
menge 2,5 ccm, die Alkoholkonzentration 5 Gew.-Proz. Im Versuch wurde 
die Kohlenséure durch Kalilauge im Einsatz absorbiert; gemessen wurde 
der Sauerstoffverbrauch, im Gasraum befand sich Luft. Temperatur 37°. 

Schon in den ersten Versuchen stellte sich heraus, daB die Hemmung 
der Alkoholoxydation ganz anders verlauft als die bisher besprochenen 
Fille. Wird das mit Blausaure vergiftete Palladium ebenso behandelt 
wie im Falle der H,O,-Zersetzung, so ist noch kein Riickgang der 
Hemmung eingetreten. rst bei sehr anhaltendem Waschen oder 
langerem Gasdurchleiten ist nach einer Reihe von Stunden die Ver- 
giftung ein wenig zuriickgegangen. Aus dieser auffilligen Verschieden- 
heit zwischen dem Verhalten der beiden Reaktionen gegen HCN geht 
hervor, daB ein Teil der Blausiure auch nach dem Waschen noch an 
das Palladium gebunden ist. Dieser fester gebundene Anteil kann die 
Alkoholoxydation aufheben, hemmt dagegen offenbar die Wasserstoff- 
peroxydzersetzung entweder nicht oder nur geringfiigig. 

Der Hauptunterschied zwischen der Anordnung der beiden Ver- 
suchsreihen liegt darin, daB bei gleicher Fliissigkeitsmenge die an- 
gewandte Palladiummenge bei der Alkoholoxydation etwa 30- bis 50mal 
so groB ist wie bei der H,O,-Zersetzung. Da das Palladium einen Teil 
der Blausaure bindet, konnte man von vornherein annehmen, daB 
die Blausiurekonzentration der Fliissigkeit wihrend des Versuchs 
mit H,O, wenig von der aus der zugesetzten Menge HCN berechneten 
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Konzentration abweicht, wihrend die relativ groBe Palladiummenge 
bei der Alkoholoxydation bewirken muBte, daB die Blausaure- 
konzentration wihrend des Versuchs gegeniiber der zugesetzten ver- 
ringert ist. Um dies festzustellen, habe ich in einem solchen Falle 
die Fliissigkeit, die urspriinglich einen die Alkoholoxydation hemmenden 
Gehalt an Blausiiure besaB, vom Palladium abzentrifugiert und aufs 
neue Palladium zugesetzt. Tatsichlich war dann die GréBe der 
Alkoholoxydation ebenso gro8 wie in blausiurefreier Lésung. Es 
hatte also das Palladium des ersten Versuchs die gesamte in der 
Fliissigkeit vorhandene Blausiure gebunden, wobei eine Hemmung 
von etwa 70 Proz. avfgetreten war (s. Versuch 1 und 2). 


Bindung der Blausdure an das Palladium. 


Versuch 1. 





Im Zentrifugenglas 


\ B 
DU sg “Ga s te te 0 2,07 2,106 
Fliissigkeitsmenge ..... ccm 2.5 2.5 
Alkoholkonzentration .. . Proz. 5 5 
Schwefelséiurekonzentration. .. . n/10 n/10 
Blausdurekonzentration berechnet . n/5000 0 


Zentrifugiert und Fliissigkeit aus Glas: 


A + 0,793 mg Pd + leem 12,5proz. Alkohol in GeféB 1. 








B “T 0,780 ” nT 1 ry 12,5 PT) * ” 2. 
GefaB 1 GetaB 2 
emm O>, emm O, emm Ob» emm O, 
beobachtet pro mg Ba beobachtet pro mg Pd 
In 15 Minuten ... 6 7,5 6 75 
«a e a 45 € 6 7,5 
15 a i 6 7,5 6,25 8 
15 x ‘ea 45 6 5 65 
Versuch 2. 
Im Zentrifugalglas 
A B 
0 EEA: 1,94 1,986 
Fliissigkeitsmenge ..... ccm 25 2, 
Alkoholkonzentration. . . . Proz. 5 5 
Schwefelsiurekonzentration. .. . n/10 n/10 


Blausdurekonzentration berechnet . n/5000 0 
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Zentrifugiert und Fliissigkeit aus Glas: 


A + 0,987 mg Pd + leem 12,5proz. Alkohol in Gefé8 1. 





B+ 0,982 , , +1 iae.. o a ne 2. 
Gefas 1 GefaB 2 
cmm O» cmm O, cmm O, emm O» 
beobachtet pro mg Pd beobachtet pro mg Pd 
In 15 Minuten . _ . 8,5 eo -f s 6 
a - 6 ule 8 8 7 7 
15 de: 7,0 75 5,5 55 


” 


Danach scheint es, als ob der Unterschied in der Blausiurewirkung 
auf die beiden Prozesse im wesentlichen ein Unterschied der Kon- 


zentration ist. 
von diesem véllig aufgenommen. 


ist nicht fahig, die Alkoholoxydation zu katalysieren. 
die Fahigkeit zur Zersetzung von H,O, weiter fort. 


Die Blausaiure wird bei einem Uberschu8 von Palladium 
Diese Blausaure-Palladiumverbindung 


Dagegen besteht 
Diese Bindung an 


das Palladium ist relativ fest und geht in reinem Wasser nur sehr langsam 
zuriick. Bei weiterem Zusatz von Blausiure wird ein Teil in lockerer, 
leicht reversibler Form an das Palladium angelagert, so daB jetzt ein 
Gleichgewicht zwischen dem gebundenen und dem in Lésung be- 


findlichen Anteil eintritt. 


Pd macht dieses unfaihig, das H,O, zu zersetzen. 


geht aber durch kurzes Waschen zuriick. 

DaB diese Auffassung von der Verschiedenheit der Blausiure- 
wirkung zutrifft, 14Bt sich durch die folgende Versuchsreihe belegen. 
Bei der Alkoholoxydation ist die Starke der Blausiurehemmung nicht 
durch die berechnete Blausiurekonzentration, sondern durch die Menge 


der vorhandenen Blausiure bestimmt. 


Diese Form der Bindung des CN an das 


Diese Hemmung 


Bei gleicher berechneter Blau- 


siurekonzentration und gleicher Palladiummenge ist die Hemmung 
der Katalyse gréBer bei gréBerer Fliissigkeitsmenge, s. Versuch 3. 


‘ Versuch 3. 


Einflu8 der Fliissigkeitsmenge auf die Blausiurehemmung. 














GefaB 1 GefaB 2 
EEE Te eee 1,19 1,16 
Flissigkeitsmenge ecm 2,5 5,0 
Alkoholkonzentration . Proz. 5 5 
Schwefelsdurekonzentration . 7 n/10 n/10 
Blausadurekonzentration Ferechnet . n/10000 n/10000 
GefaB 1 Getas 2 
cmm O, com O cmm Op, cmm O, 
. beobachtet pro mg fa ; Be || Beobeckeet | pro me ba 
In 45 Minuten 22.5 18 In 45 Minuten 10 0,8 
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Bei gleicher berechneter Blauséurekonzentration und Fliissigkeits- 
menge ist die Hemmung gréBer bei kleinerer Palladiummenge 
s. Versuch 4. Dagegen ist bei der H,O,-Zersetzung eine Ab- 
hangigkeit der Vergiftung vom Verhaltnis Palladiummenge zu Biau- 


siuremenge nicht nachweisbar, s. Versuch 5. Die Hemmungsstirke 
entspricht hier der berechneten Blausiurekonzentration. 


Versuch 4. 


Einflu8 der Palladiummenge auf die Blauséurehemmung. 








GetaB 1 GetaB 2 
0 SS a 1,429 0,734 
Fliissigkeitsmenge ..... ccm 2,5 2,5 
Alkoholkonzentration. . . . Proz. 5 5 
Schwefelséurekonzentration. .. . n/10 n/10 
Blauséurekonzentration berechnet n/ 10000 n 10000 
GefaB 1 GetaB 2 
emm QO, onms Op emm O, 
beobachtet on & mg Be beobachtet pro mg Pd 
In 60 Minuten 81.5 57 In 60 Minuten 45 6 


Danach Palladium aus Gefi8 1 mit n/10000 Blausdiure gewaschen 
und dann mit 2,5cem Fliissigkeit (Sproz. Alkohol, n/10 H,SO,, keine 
Blauséure) in GefaB 1. 





cmm Op, emm O, 
beobachtet | pro mg Ba 


In 60 Minuten 10,5 7,5 


Versuch 5. 


EinfluB der Fiiissigkeitsmenge auf die Blausiurehemmung bei der 
H, O,-Zersetzung. 





Gefa6B 1 GefaB 2 GefaB 3 GefaB 4 


Trt... 0,043 0,075 0,056 0,074 
Fliissigkeitsmenge . . . . . ccm 2.5 2.5 10,0 10,0 

H, O,-Konzentration .. . Proz. 0,48 0,48 0,48 0,48 
Phosphatpufferkonzentr. (py 6,98) m/25 m/25 m/25 m/25 
Blauséurekonzentration <8 0 n 5000 0 n/5000 
emm QO, pro 0,01 mg Pd pro 5 Min. 11,9 3,5 12,9 3,0 


Re we ce es ce ee 70 77 
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Ill. Die Fructoseoxydation in Phosphatlisung. 


Die bisher untersuchten Katalysen waren heterogene Katalysen. 
Die katalytische Wirkung kommt an Oberflachen zustande. Als Beispiel 
fiir die Blausdurevergiftung einer homogenen Katalyse wurde die 
Fructoseoxydation in Phosphatlésung untersucht. Nach Meyerhof und 
Matsuoka') hemmt die Blausaure diese Reaktion, und zwar zunehmend 
stirker bei wachsender Alkaleszenz, offenbar weil die Komplexbindung 
des Cyans mit dem Katalysator bei neutraler und saurer Reaktion zu 
gering ist. Es erschien daher wahrscheinlich, daB die Blausiure aus dem 
System am ehesten zu entfernen ist, wenn man die Lésung bis etwa 
auf py 4,5, d.h. bis zur Reaktion von primirem Phosphat ansiuert. 
Die Versuche wurden deshalb folgendermaBen angeordnet: Es wurde 
zuerst die Oxydation von 3 ccm 5proz. Fructoselésung in m-Phosphat 
von py 8,3 (sekundires Natriumphosphat) bestimmt. Gleichzeitig 
wurde eine Probe mit n/240 Blausiure gehemmt. Dann wurden die 
Lésungen durch Zusatz von 3 ccm n H,SQ, in primires Phosphat um- 
gewandelt. Diese Lésungen wurden durch Evakuierung und Luft- 
durchleitung unter schwacher Erwarmung von iiberschiissiger Blau- 
siure befreit. Nachher wurden 3ccm n NaOH zugesetzt und aufs 
neue die OxydationsgréBe gemessen. Der Vergleich der vergifteten 
und nicht vergifteten Probe zeigt, daB die Blausiurehemmung auf 
diesem Wege fast véllig aufgehoben wird, s. Versuch 6. Dies gelingt 
nicht bei Aufrechterhaltung der urspriinglichen H-lonenkonzentration, 
da in neutraler oder schwach alkalischer Reaktion die Blausiure 


nicht zu entfernen ist. 
Versuch 6. 
Fructoseoxydation. Reversibilitét der Blausiurewirkung. 


Temperatur 37°; im Gasraum Luft. 








GefaB 1 GefaB 2 
Fliissigkeitsmenge ..... ccm 3 3 
Phosphatkonzentration. ..... m/l m/l 
Fructosekonzentration . . . Proz. 5 5 
Blausadurekonzentration 0 n/240 
GefaB 1 } GetaB 2 
emm O» cmm O | emm Op, cmm O 
beobachtet | pro Stunde | beobachtet pro Stunde 
In 20 Minuten } 159.5 487.5 In 20 Minuten 32,5 97,5 
_" * | 1275 510 . = = 28 84 
20 z 167 | 601 20 - 32 90 


1) Diese Zeitschr. 150, 1, 1924. 
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Danach mit je 3,0cem nH,SO, versetzt, evakuiert, Luft durch- 
gesaugt, erwarmt; dann nach 3 Stunden je 3,0cem n NaOH zugesetzt. 





GefiS 1  Gefifs 2 
cmm O, cmm O, | emm O, cmm O 
beobachtet pro Stunde || beobachtet pro Stunde 
In 20 Minuten ... 185.5 456.5 41 123 
» = e ae 166,5 499.5 111 333 
» 2 i Str ae 130 390 153,5 4615 
_ = im <r" 111 333 124 372 


Man kann hieraus schlieBen, daB die Bindung Katalysator-Blau- 
siure bei schwach saurer Reaktion lockerer ist, und dies l4Bt sich auch 
an den komplexen Cyan-Schwermetallverbindungen demonstrieren: 
Ferrocyankalium gibt mit Kupferionen die bekannte rotbraune Farb- 
reaktion von Ferrocyankupfer. Bei Anwesenheit geniigender Mengen 
KCN tritt die Reaktion nicht mehr auf. Wenn man diese Reaktion in 
Gegenwart von primirem Phosphat anstellt bzw. von sekundirem 
Phosphat, das durch eine aquivalente Menge n H,SQ, in primares 
verwandelt ist, so zeigt sich, daB nach mehrstiindigem Luftdurchsaugen 
die vorher durch HCN unterdriickte Bildung des Ferrocyankupfers 
nunmehr wieder auftritt. UnterlaSt man dagegen das Ansiuern der 
sekundiren Phosphatlésung wihrend des Auspumpens, so bleibt die 
Reaktion negativ. — 

Anhangsweise seien einige auBerhalb unseres Themas gelegene 
Versuche iiber die narkotische Hemmung der Wasserstoffsuperoxyd- 
zersetzung an Palladium erwihnt. Da8 die Peroxydzersetzung durch 
kolloidales Platin von indifferenten Narkoticis gehemmt werden kann, 
ist friiher von O. Meyerhof beschrieben worden'). Es konnte gefragt 
werden, ob die Hemmungsstirke der Narkotica bei Palladiumschwarz 
und Palladiumsol gleich ist, oder ob in Analogie der verschiedenen 
Wirkungsstirke der Narkotica auf die Strukturkatalyse der Zellen 
und die Katalyse an Extrakten nach Warburg?) auch hier eine ver- 
schiedene Hemmungsstiarke zu beobachten ist. In diesem Falle hiitte 
man ein einfaches physikalisches Modell, um die Verschiedenheit der 
Hemmungen zu deuten, nimlich daB die Oberflachenkriafte an den 
Ultramikronen des Sols wegen der zu geringen Masse jedes Teilchens 
bzw. der starken Kriimmung der Oberflache gegeniiber den aus- 
gedehnten Oberflichen des festen Moores verringert wiren. Doch er- 
gaben die Versuche keinen Unterschied der Hemmungen, so dab 
jedenfalls bei den hier in Betracht kommenden GréBen der Teilchen 
eine Verschiedenheit der Adsorption nicht zu beobachten ist. Es sei 
daher auf die Wiedergabe der Messungen verzichtet. 


1) Pfliigers Arch. f. Physiol. 157, 307, 1914. 
*) Siehe z. B. A. Dorner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 99, 1912. 
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In der vorangehenden Arbeit wurde eine Reihe von Metallkatalysen, 
die als Modelle von Zelloxydationen dienen kénnen, hinsichtlich der 
Reversibilitét der Blausiurewirkung untersucht. Zusammenfassend 
kénnen wir das Ergebnis folgendermaBen darstellen: 

1. Die Vergiftung der Leucinoxydation an gut wirksamer, frisch 
gegliihter Tierkohle ist nach kurzem Waschen vollstandig reversibel. 

2. Von den Palladiumkatalysen erweist sich die Blausiurehemmung 
der Wasserstoffsuperoxydzersetzung ebenfalls als leicht reversibel, 
wahrend das mit Blausaure vergiftete Palladiumschwarz die Fihigkeit, 
Alkohol zu oxydieren, nur auBerst langsam wiedererlangt. Es wird 
durch Versuche wahrscheinlich gemacht, daB dieser Unterschied darauf 
beruht, daB das Palladium Blausiure in zwei verschiedenen Formen 
bindet, einmal relativ fest, wobei bei kleiner Blausiuremenge im Vergleich 
zum Palladium die gesamte Blausiure fest gebunden wird, und dann 
bei Zusatz relativ gréBerer Blausiuremengen in lockerer Bindung, wobei 
sich ein Gleichgewicht zwischen dem Palladium und der Suspensions- 
fliissigkeit herstellt. 

3. Die Fructoseoxydation in Phosphatliésungen, die bei alkalischer 
Reaktion durch Blausiure gehemm* wird, stellt sich wieder her, wenn 
wihrend des Evakuierens und Erwirmens das Phosphat bis zur 
Reaktion einbasischen Salzes angesiuert wird, da bei dieser Reaktion 
(py 4,5) die Komplexverbindung Katalysator-Blausiure unbestandiger 
ist als bei py 8,3. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB auch bei den Modell- 
katalysen in geeigneten Fallen die Blausiurehemmung auf physikalischem 
Wege riickgingig gemacht werden kann. Daher kann die Tatsache der 
leichten Reversibilitat der Vergiftung in den lebenden Zellen kein 
Argument gegen die Annahme sein, daB die Hemmung der Atmung 
durch Blausiure auf die Bildung einer Komplexverbindung zwischen 
der Blausiure und den Schwermetallbestandteilen des Atmungsferments 
zuriickzufiihren ist. 











Zur Kenntnis der 
Bedeutung der Blausiure bei der Metallvergiftung der Enzyme. 


Von 


Martin Jacoby. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin), 


(Eingegangen am 3. Juni 1926.) 


Wihrend die Blausiure als Hemmungssubstanz fiir anorganische 
und biochemische Katalysatoren schon lange erkannt worden ist, hat 
sie in den letzten Jahrzehnten bei dem Studium der Metallvergiftungen 
der Enzyme als Reaktivierungssubstanz biochemisches Interesse 
erlangt. Zunachst fand Hata!) in meinem Laboratorium, daB man 
verschiedene Enzyme, welche mit Quecksilbersublimat inaktiviert 
waren, durch nachtragliche Zufiigung von Cyankalium wieder voll- 
kommen reaktivieren kann. Bei der Urease habe ich dann den Vorgang 
genauer untersucht und auf mehrere Metalle und Reaktivierungs- 
substanzen ausgedehnt. Es folgten die interessanten Untersuchungen 
von Euler und Svanberg?), welche namentlich das interessante Phinomen 
der spontanen Reaktivierung aufdeckten. Bei meinen Ureaseversuchen 
ergab sich die interessante Erscheinung, daB bei bestimmten Enzym- 
priparaten und unter geeigneten Versuchsbedingungen das Cyan- 
kalium auch ohne vorausgeschickte Metallvergiftung die Enzymwirkung 
verstirkt. Aus diesen Versuchen entwickelten sich dann die Vor- 
stellungen tiber Auxokérperwirkung, die vorlaufig sicherlich noch nicht 
geniigend beachtet werden, auf die aber hier nicht naher eingegangen 
werden soll). 

Es schien mir nun méglich, das Wesen der Metallverbindungen 
der Enzyme weiter zu kliren, wenn man an die bedeutsamen Ent- 
deckungen von Willstdtter und seinen Mitarbeitern iiber die Wirkung 


1) Diese Zeitschr. 17, 156, 1909. 
2) Arkiv f. Kemi 7, Nr. 27, 1920; Fermentforschung 8, 1920; 4, 1921. 
%) Diese Zeitschr. 76, 275, 1916; 104, 316, 1920. 
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der Blausiure auf das Papain ankniipft. DaB die Metallverbindungen 
der Enzyme eine besondere Bedeutung haben, ist wohl sicher, da sie 
einfacher als andere Enzymverbindungen zu beurteilen sind. 

Bekanntlich haben Willstdtter und GraBmann') gefunden, daB die 
Blausaure pflanzlichen Proteasen, insbesondere dem Papain gegeniiber 
sich so verhilt, wie die Enterokinase gegeniiber dem Trypsin. Hier 
interessiert uns besonders die Beobachtung der Autoren, daB Papain 
ohne Blausiurezusatz Gelatine nicht verdaut, und daB man eine ganz 
bestimmte Blausiuremenge ermitteln kann, welche fiir eine bestimmte 
Papainmenge notwendig ist, damit Gelatine verdaut wird. Diese Ver- 
suche gaben fiir unsere Vergiftungsstudien wertvolle Hinweise, so daB 
wir an sie direkt ankniipfen. 

Tsuchihashi®) hat vor einigen Jahren in meinem Laboratorium 
gefunden, daB das Pepsin von verschiedenen Metallen in sehr ver- 
schiedener und charakteristischer Weise vergiftet wird. Wahrend 
Jacoby und Shimizu®) fiir die Sojaurease gefunden hatten, daB das 
Enzym nicht durch Eisen, wohl aber durch Kobalt, Nickel, Kupfer 
und Zink inaktiviert wird, ergab sich in T'suchihashis Versuchen folgendes : 
Pepsin zeigt eine Empfindlichkeit fiir Zink und Kupfer und etwas 
weniger fiir Eisen und Kobalt und keine fiir Nickel. 

Urspriinglich ging ich von der Uberlegung aus, ob durch das ver- 
gleichende Studium der Metallverbindungen des Pepsins und des 
Papains sich etwas iiber die Verwandtschaft der beiden Enzyme er- 
mitteln lieBe. Diese Fragestellung habe ich jedoch dann zunichst 
zuriickgestellt, nur die sofort gemachte Beobachtung wurde weiterhin 
verwertet, daS Zink auch fiir Papain ebenso wie fiir das Pepsin sehr 
giftig ist und daB Nickel, das gegeniiber den verschiedensten Ureasen 
hoch wirksam ist, gegeniiber Papain ebenso unwirksam ist wie gegen 
Pepsin. Bis zu einem gewissen Grade bestehen also jedenfalls fiir 
bestimmte Enzymgruppen spezifische Metallwirkungen. 


In dieser Mitteilung wandte sich aber nun die Untersuchung 
zunichst der Frage zu, wie sich die Vergiftbarkeit des Papains durch 
Metalle zu der Blausiurekomponente des Enzyms verhilt. Von 
Interesse erwiesen sich fiir die Klarung dabei auch die quantitativen 
Verhaltnisse. 

Es wurde folgende einfache, aber doch véllig beweisende Versuchs- 
anordnung gewahlt. Als Indikator der eingetretenen proteolytischen 


Wirkung wurde die Verfliissigung von Gelatine benutzt. Alle Versuche 
wurden mit einem Merckschen Praparat: ,,Papain 1: 80°‘ gemacht. Das 


‘) Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 184, 1924. 
2) Diese Zeitschr. 140, 149, 1923. 
%) Ebendaselbst 128, 89, 1922. 
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Praparat ist in Wasser schlecht léslich, es verfliissigt bei der gewahlten 
Versuchsanordnung ohne Zusatz von Cyankalium nicht Gelatine. 
Der Grad der Verfliissigung wird durch Zeichen ausgedriickt : 
ganz fliissig, 
+ fast ganz fliissig, 
+ zum Teil fliissig, 
+ Spur fliissig (weich) 
— fest. 

Die Gemische kamen immer fiir 2 Stunden in den Brutschrank bei 
37°, wurden dann 18 Stunden bei etwa 20° gehalten, dann in Eiswasser 
gebracht, wo die Ablesung erfolgte. Genauer gesagt, erfolgte die Ablesung 
immer in drei Etappen, zuerst vor der Ubertragung in das Eiswasser, 
dann im Eiswasser und 15 Minuten nach Entfernung aus dem Eiswasser. 
Eine ahnliche Form der Ablesung hatte sich schon in den Versuchen von 
Tsuchihashi hewiahrt. 

Ein groBer Teil der Versuche wurde mit Mischungen angestellt, die 
mit Phosphaten gepuffert waren, wobei das py variiert wurde. Die Ver- 
suche fallen in ziemlich breiten Grenzen bei wechselndem py gleichmaBig 
aus. Wir kommen darauf noch zuriick, 


Zuniichst geben wir einen Versuch wieder, der zeigt, dab das 
Papain die Gelatine ohne Zufiigung von Cyankalium nicht lést. 

In die einzelnen Proben kommt eine verschieden | konzentrierte 
Cyankaliumlésung, immer je 0,5cem, dann 0,5cem Papain (lproz., 
filtrierte, wisserige Liésung). lproz. ist so zu verstehen, daB 1 g in 
100 Wasser aufgenommen wurde, gelést hat sich nur ein Bruchteil 
davon. Zum SchluB 5cem Gelatine (5proz.). 





Menge des Cyankaliums 


in jeder Prone Gelatineverflussigung 
mg 
05 +++ 4 
0,05 fh. oh of 
0,005 —_ 
0 


Wir geben nur diesen einen Versuch, weil das Resultat immer das- 
selbe war: Ohne Cyankalium keine Wirkung, fiir die jeweilige Papain- 
menge war eine bestimmte Cyankaliummenge immer mindestens not- 
wendig, um die Verfliissigung zu erzielen. 

Wenn man in den Versuchen Tsuchihashis Pepsin mit Zink zu- 
sammenbrachte, so wurde das Enzym inaktiviert. Bei den Papain- 
versuchen erhebt sich nun die Frage, ob die Inaktivierung des Papains 
durch Zink schon erfolgt, wenn das Papain noch nicht mit Cyankalium 
yorbehandelt ist oder ob diese Vorbehandlung zugleich die Vorbedingung 

Biochemische Zeitschrift Band 175. 6 
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fiir die Zinkinaktivierung ist. Fiir diese Fragestellung ist die von mir 
seit Jahren bei derartigen Vergiftungsversuchen mit Metallen aus- 
probierte Versuchsanordnung sehr brauchbar, vielleicht direkt un- 
entbehrlich. 

Ich bringe das trockene, unlésliche oder kaum lésliche Metall- 
pulver, in unserem Falle: Zinkpulver ,,Zinkstaub extrafein“ von Kahl- 
baum, in ein spitzes Zentrifugenglas, fiige die klare Fermentlésung 
hinzu, lasse eine bestimmte Zeit bei bestimmter Temperatur unter 
haufigem Umriihren Metallpulver und Enzymlésung zusammen. Dann 
wird zentrifugiert und filtriert und die klare Lésung verwendet. 
Von Bedeutung fiir den endgiiltigen Enzymversuch sind also nur die 
Metallspuren, welche bei diesem Vorgehen durch die Fermentlésung 
in Lésung gebracht werden. Zuniichst ist das Metall in beliebigem Uber- 
schu8 vorhanden, wird aber vor dem eigentlichen Versuch, soweit es 
nicht in Reaktion getreten ist, quantitativ ohne chemische Eingriffe 
entfernt. Versuche mit léslichen Metallsalzen sind fiir die vorliegende 
Fragestellung ungeeignet, da wir ja das iiberschiissige Metall vor Zu- 
fiigung des Cyankaliums entfernen wollen. 


* Versuch. 


A. 5cem Papainlésung (1 proz.) + 0,5g Zinkpulver. 
B.& .. pe (1 ,, ) ohne Zinkpulver. 


Nach 2 Stunden Aufenthalt im Brutschrank und haufigem Um- 
rihren werden die Lésungen zentrifugiert und filtriert. Zu den Filtraten 
kommen je 2cem Cyankalium (1 proz.). 

Dann werden von A und B Proben von je 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 und 0 
angesetzt, Auffiillung mit einem Gemisch von 5,0 Wasser + 2,0 Cyan- 
kalium (1 proz.), dann 5ccem Gelatine. Bei AbschluB der Verdauung 
sind bei A und B die Proben 0,5 bis 0,1 +++ +, die 0-Proben —. 

Das zweistiindige Zusammenbringen des nicht durch Cyankalium 
aktivierten Papains mit dem Zink ist also ganz ohne EinfluB auf das 
Enzym geblieben. 

Ganz anders gestaltet sich das Bild, wenn man erst das Papain 
mit dem Cyankalium zusammenbringt und dann erst auf das aktivierte 
Enzym das Metall einwirken 1aBt. Hier werden sehr betrachtliche Ein- 
wirkungen des Metalls beobachtet. 


Versuch. 


5ccem Papainlésung (1 proz.) werden mit 2ccm Cyankalium (1 proz.) 
versetzt. Es wird dieses Gemisch in einer Probe mit 0,5 g Zink zu- 
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sammengebracht, eine Kontrolle ohne Zink angesetzt. Sonst wird wie 
im vorigen Versuch verfahren. 


Mit Zink alles - 
Ohne Zink 0,5 bis 0,3 +4+4, 0,2 


. 


+++. 0,1 und 0 


Versuch. 
Mit Zink alles — 
Ohne Zink 0,5 bis 0,2 +++-4, 0,1 +4+4+/+++4, 0 —. 


Zahlreiche Versuche fielen entsprechend aus, mit Zink war nie 
Verdauung zu beobachten, ohne Zink bestand stets gute Verdauung, 
die Schwankungen zwischen den einzelnen Versuchen waren in dieser 
Beziehung nur unerheblich. 

In weiteren Versuchen wurde nunmehr die Konzentration des 
Cyankaliums geindert. Wahrend in den oben mitgeteilten Versuchen 
zu 5cem der lproz. Papainlésung 2cem einer lproz. Cyankalium- 
lésung hinzugefiigt wurden, wurde nunmehr bei sonst véllig unab- 
geinderten Bedingungen die Einwirkung von 2proz. Cyankalium- 
lésung bis herab zu 0,025proz. untersucht. 





Konzentration 


des Cyankaliumzusatzes Hemmung durch Zink 
Proz 
2 Vollkommene Hemmung 
1 ° ” 
0.2 Geringe » 
0,1 Kaum » 
0,05 ‘ * 
0,025 Cyankalium reicht nicht mehr 


zur Enzymaktivierung aus 


Das Ergebnis dieser Versuche erscheint zunichst paradox. Von 
vornherein hatte man annehmen kénnen, daB in Gegenwart gréBerer 
Cyankaliummengen das Zink nicht auf das Papain einwirkt, weil es 
durch das Cyankalium ausgeschaltet wird. Dieser Zusammenhang, 
wie er z.B. bei unseren Urease-Nickelversuchen bestand, war fiir 
Papain-Zink allerdings schon deshalb unwahrscheinlich, weil wir fest- 
stellten, daB8 das Zink nicht direkt mit dem Papain reagiert. Man konnte 
sich nun denken, daB das Zink die freien Blausiuregruppen des Papains 
besetzt und das Enzym dadurch inaktiviert. Dann wiirde ein Uber- 
schuB an Cyankalium, der nicht an das Papain gebunden ist, das Zink 
abfangen und dadurch das Papain vor der Inaktivierung schiitzen 
miissen. Man sollte also bei kleinen Cyankaliumdosen Inaktivierung, 
bei groBen Dosen Ausbleiben der Inaktivierung erwarten. 

6* 











84 M. Jacoby: 


In Wirklichkeit ergibt sich das umgekehrte Bild: Nur bei hohen 
Cyankaliumkonzentrationen wirkt das Zink inaktivierend, bei kleineren 
Dosen, die aber vollstandig zur Inaktivierung des Papains ausreichen, 
versagt das Zink. Bei den kleinsten Cyankaliumdosen, bei denen das 
Papain unwirksam ist, kann man selbstverstindlich eine Einwirkung 
des Zinks nicht mehr erkennen. 

Man gelangt zu einer Deutung unserer Befunde, wenn man sich der 
Annahme Willstdtters anschlieBt, nach der die Blausiure an das Papain 
gebunden wird. Man wird weiter annehmen diirfen, daB nicht nur die 
Blausiuremenge vom Papain gebunden werden kann, welche unbedingt 
fiir den Verdauungseffekt notwendig ist. Es ist wahrscheinlich, daB 
bei Vorhandensein eines Uberschusses von Cyankalium mehr, als fiir 
die Verdauungswirkung notwendig ist, gebunden wird. Dann wird es 
verstandlich, daB durch die im UberschuB vorhandene, an das Enzym 
gebundene Blausiure das Metall in den Wirkungsbereich des Enzyms 
gezogen und dadurch die Enzymwirkung gehemmt wird. 

Wir kamen also zu der Vorstellung, daB bei hinreichender Cyan- 
kaliumkonzentration mit dem Papain sich neben den fiir die Enzym- 
wirkung notwendigen Blausiuregruppen noch weitere Blausiure- 
gruppen verbinden, die nunmehr fiir die Reaktion mit dem Metall 
disponibel sind, als Bindeglied zwischen Enzym und Metall funktionieren 
und so das Zustandekommen der inaktiven Enzym-Metallverbindung 
erméglichen. 

Mit diesen Erérterungen beriihren wir eine Frage, die bei der 
Inaktivierung der Enzyme durch chemische Stoffe immer diskutiert 
werden mu: Erfolgt die Inaktivierung des Enzyms durch Besetzung 
der enzymatisch wirksamen Gruppen oder beeinfluBt die Inaktivierangs- 
substanz nur den Enzymkomplex als ganzes, indem sie sich mit anderen 
Gruppen des Komplexes verbindet ? In unserem Falle ist vielleicht eine 
klarere Erkenntnis als in anderen Fallen méglich. Wir sehen, daB zwar 
nicht die enzymatisch reagierenden Gruppen direkt besetzt werden, 
wohl aber Gruppen, welche qualitativ den enzymatisch wirksamen 
Gruppen entsprechen. Im strengen Sinne kommt also die Inaktivierung 
nicht einfach durch die Besetzung der reagierenden Gruppe, sondern 
doch durch eine Abanderung des Enzymkomplexes zustande. 

Ahnliche Wirkungen wie mit Zink wurden mit Kupfer, Eisen, 
Kobalt und Nickel nicht erzielt. Wohl waren Spuren von Hemmung 
vorhanden, die aber quantitativ keinen Vergleich mit der Zinkhemmung 
aushielt. Absolut ohne Wirkung war Nickel, das die Urease so intensiv 


hemmt. 
Versuche mit léslichen Metallsalzen ergaben beim Zink — ent- 
sprechend der Vorstellung, daB nur das in Lésung gehende Metall in 
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Wirksamkeit tritt — schon in minimalen Dosen, Bruchteilen von Milli- 
grammen, vollkommene Hemmung, wihrend Nickelchloriir auch in 
Lésung nicht hemmt. 


Zusammenfassung. 

1. Papain wird in seiner gelatinolytischen Funktion durch Zink 
nur inaktiviert, wenn das Metall in Gegenwart von Cyankalium mit 
dem Enzym zusammengebracht wird. 

2. Nur bei Uberschu8 von Cyankalium kommt die Inaktivierung 
zustande. 

3. Die Inaktivierung durch Metalle ist bei der gelatinolytischen 
Enzymwirkung des Papains ahnlich der Inaktivierung beim Pepsin, 
durchaus verschieden aber der Inaktivierung bei der Urease. 


Die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft hat mir fiir diese 
Untersuchungen Mittel zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch an dieser 
Stelle ergebensten Dank sage. 











Uber den Einflu6 der experimentellen Siurevergiftung und 
der Nebennierenexstirpation auf die anorganischen Kationen 
des Blutserums. 


Von 


Karl Keitel. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Hamburgischen Universitat, 
Allgemeines Krankenhaus St. Georg.) 


( Eingegangen am 4. Juni 1926.) 


Wenn einem Hunde intravenés Salzsiure injiziert wird, so sind 
bekanntlich eine Anzahl von Regulationsmechanismen vorhanden, 
durch die die Saure zunichst neutralisiert und dann aus dem Organismus 
ausgeschieden wird. Zu diesen gehért die Umwandlung von Harnstoff 
in Ammoniak in der Leber, wobei die Saéure dann an das Ammoniak 
gebunden und als Ammoniumchlorid ausgeschieden wird. Ein zweiter 
Regulationsmechanismus ist der, daS durch die injizierte Saiure das 
Atemzentrum gereizt, dadurch eine vermehrte Lungenventilation 
hervorgerufen und als Folge davon eine vermehrte Ausscheidung von 
CO, bewirkt wird. 

Die fixen Alkalien des Blutes sowohl als auch die der Gewebe miibten 
dabei die HCl binden, und die betreffenden Neutralsalze dann verhaltnis- 
maBig schnell durch die Nieren ausgeschieden werden. Einerseits 
miiBten also derartige Neutralsalze aus den Geweben und Gewebs- 
siften ins Blut transportiert werden, um spiter durch die Nieren aus- 
geschieden zu werden, andererseits aber auch fixe Alkalien des Blutes 
selbst durch die Saure in Beschlag genommen werden, wobei ebenfalls 
anzunehmen ist, daB auch diese neugebildeten Neutralsalze relativ 
schnell durch die Nieren ausgeschieden werden. Falls dieser letzte 
ProzeB, nimlich der der Bildung von Neutralsalzen im Blute, den 
anderen ProzeB, namlich den der Bildung solcher Salze in den Geweben 
iiberwiegen wiirde, kénnte man sogar vermuten, daB von den neu- 
gebildeten Neutralsalzen ein Teil in den Geweben, insbesondere Haut 
und Muskulatur, deponiert wiirde, ahnlich, wie wir es nach der Injektion 
starker NaCl-Lésungen in das Blut sehen. 
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Es ist bei diesem komplizierten Geschehen nicht ohne weiteres 
ersichtlich, ob die fixen Alkalien des Blutes bei der Saurevergiftung 
zu- oder abnehmen. Daher haben wir einige Versuche angestellt, in 
denen wir bei Hunden die fixen Alkalien des Blutes bestimmten. 


Methodik. 


Méglichst groBen Hunden, die 24 Stunden gehungert hatten, wurde 
aus der Vena jugularis eine Blutprobe entnommen und das daraus gewonnene 
Blutserum auf Na, K, Ca und Mg nach der Kramer-Tisdallschen Methode 
untersucht. Ferner wurde die CO,-Kapazitét des Gesamtblutes, das mit 
einer Gasmischung, bestehend aus 5,5 Proz. CO, und 94,5 Proz. atmo- 
spharischer Luft, ins Gleichgewicht gebracht war, nach der Barcroftschen 
Methode bestimmt. Einige Tage spiter erhielten die Hunde 6 ccm n/3 HC! 
pro Kilogramm Kérpergewicht intravenés; eine halbe Stunde spiter wurde 
die zur Analyse erforderliche Blutmenge aus der Vena jugularis entnommen. 
Die Resultate dieser Versuche finden sich in Tabelle I. (Die Kationen sind 
in g/Mol/Liter berechnet, die CO,-Kapazitét in Prozenten. ) 


Tabelle J. 





Hund | Hund II Hund III 


Normal  HCllnj. Normal HClInj. Normal | HClelnj. 


CO,-Kap..... 7320 55,70 77,00 63,50 8350 88,60 
Na........ 1350 1270 1,523 1,27 | 1,570 1,566 
a 0,057 0.083 0,056 0,046 0,052 0,043 
ee de” oe Ne 0,029 0,032 0,027 0,030 0,034 0,031 
Mg....... 0011 0005 0,004, 0,007 0,008, 0,009 

Sa: 1,447 1390 1610 | 1,510 = 1,664, 1,649 


Es ergibt sich daraus zunichst einmal, daB in allen Versuchen die 
Summe der Kationen nach der Injektion geringer ist als vorher; und 
zwar ist dieser Unterschied deutlich in den ersten beiden Versuchen, 
sehr gering, wohl noch in der Fehlergrenze, im dritten Versuch. In 
diesem ist aber die CO,-Kapazitiét schon wieder normal oder sogar 
iibernormal geworden. Mit anderen Worten: Die Siiuerung des Blutes 
ist bereits wieder ausgeglichen. Was die einzelnen Kationen anbelangt, 
so zeigt sich die Verminderung namentlich im Natriumgehalt sehr 
deutlich, wahrend die iibrigen Kationen schon wegen der geringen 
Menge, in der sie im Blute vorkommen, nicht so von Bedeutung sind. 

Wir werden uns also vorstellen miissen, daB durch die HCl ein 
Teil der CO, aus dem Blute verdrangt und durch die Lungen abgedunstet 
wird, daB das sich bildende NaCl schnell im Urin zur Ausscheidung 
gelangt und auf diese Art das Na und der Gesamtkationengehalt des 
Blutes verringert wird. 

Wir haben nun versucht, diese neu gefundenen Tatsachen dazu zu 
benutzen, um Aufschlu8B zu bekommen iiber das Symptombild, das 
sich bei Hunden nach der Nebennierenexstirpation entwickelt 











&S K. Keitel: 


und das in friiheren Arbeiten unseres Instituts von Bornstein und 
Holm") und von Bornstein und Gremels*) beschrieben worden ist. 

Es war in diesen Versuchen gefunden worden, daB die Hunde nach 
Entfernung der Nebennieren unter starker Uberventilation der Lungen 
zugrunde gehen, und es war die Frage aufgeworfen worden, ob diese 
Uberventilation durch eine Acidose hervorgerufen sei oder als eine 
Reizung des Atemzentrums Veranlassung zu einer Alkalose geben 
wiirde. Falls es sich um eine Acidose handeln wiirde, wiirden wir zu 
erwarten haben, daB nach der Entfernung der Nebennieren sich in 
aihnlicher Weise eine Verschiebung der Kationen des Blutes zeigen 
wiirde, wie wir sie hier beschrieben haben. 


Methodik. 

Es wurde in der iiblichen Weise Hunden die Nebennieren in Ather- 
narkose durch Laparatomie entfernt, nachdem einige Tage vorher eine 
Blutprobe aus der Vena jugularis entnommen und analysiert war. Kurz 
vor dem Tode der Tiere wurde eine zweite Blutprobe entnommen, analysiert 
und mit der ersten verglichen. 


Die Resultate der Nebennierenversuche zeigt die Tabelle 11. 


(Im ersten Versuch fehlt die Bestimmung von K und Mg, im zweiten 
und dritten Versuch die Bestimmung vom Mg.) 


Tabelle II. 





Hund I Hund II Hund III Hund IV 
Normal | Oper. Normal Oper. Normal Oper. Normal) Oper. 





CO,-Kap... . _— — — — _- — 83,50 61,70 
Na...... | 1,298 | 1,400 | 1,320 | 1,370. 1,360 | 1,480 | 1,570 | 1,575 
ae a Se % —_ 0.074 0.082 0,056 0,097 0,052 0,067 
ae Ae ee 0,026 0,038 0,029 0,032 0,037 0,039 0,034 0,030 
Mg......-] — — — — — — 0,008, 0,010 


Sa.: 1,324 1,438 1,423 | 1,484 1,453 1,616 1,664, 1,682 


Im vierten Versuch, dem einzigen, in dem die CO,-Kapazitat 
bestimmt wurde, findet sich ein starkes Sinken derselben, wie es auch 
von Bornstein und Holm (s. oben) beobachtet worden ist. Was die 
Kationen des Blutes anlangt, so findet sich ein Verhalten, das dem bei 
den Saurevergiftungsversuchen gefundenen absolut entgegengesetzt ist. 
Aber auch hier ist es der Natriumgehalt, der sich besonders stark und 
gleichsinnig geaindert hat, nur dieses Mal im Sinne einer Zunahme. 

Wir haben es hier also jedenfalls nicht mit einer Acidose, sondern 
mit einer Alkalose zu tun. Es entspricht dieses den Schliissen, die 


1) Bornstein und’ Holm, Zeitschr. f. exper. Med. 37, 1. 
2) Bornstein und Gremels, Virchows Arch. 254, 409. 
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Bornstein und Holm in ihrer Arbeit iiber die Nebennierenexstirpation 
aus der Aciditat und dem NH,-Quotienten des Harns gezogen haben 
und nach denen sie ebenfalls die Uberventilation nach Neben- 
nierenentfernung als Ursache’ eines alkalotischen Symptom- 


komplexes ansahen. 


Zusammenfassung. 

1. Bei der experimentellen Acidosis des Hundes nach intravendéser 
Injektion von HC! findet sich im Serum ein Sinken des Gehalts an 
anorgenischen Kationen, insbesondere des Natriums. 

2. Nach Exstirpation der Nebennieren des Hundes findet sich 
eine Zunahme der Summe der Kationen im Serum, insbesondere des 
Natriums. Es wird daraus geschlossen, da durch Nebennierenexstir- 
pation eine Alkalose hervergerufen wird. 











Studien iiber intermediiren Kohlehydratumsatz. 


XVI. Mitteilung: 
Glykolyse und Glykometamorphose, unter besonderer Beriicksichtigung 
des Insulins'). 


Von 
Theodor Brugsch und Hans Horsters. 


(Aus der IT. medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 5, Juni 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wir schlagen vor, den Ausdruck Glykolyse nur noch fiir die Zer- 
legung des Zuckers in Milchsdure zu reservieren, den Ausdruck Glyko- 
oxydation fiir den oxydativen Abbau des Zuckers bzw. seines gl ykol ytischen 
Spaltprodukts der Milchstiure zu verwenden und den Ausdruck Glyko- 
metamorphose fiir die den Zuckeraufbau bewirkenden synthetischen 
Prozesse, zu dem naturgemaif die Bildung eines Zuckerphosphorsiure- 
esters gehért. Will man den gesamten Abbau und Aufbau, wie es etwa 
durch das Meyerhofsche Schema repriisentiert wird, umscbreiben, so 
mag man ihn Kohlehydratkreisproze8 oder kiirzer Kohlehydratzirkel 
benennen. 

In diesem Sinne befaBt sich der Inhalt vorliegender Mitteilung mit 
dem Problem der Glykolyse und der Glykometamorphose, wobei das 
Insulinproblem seine entsprechende Wiirdigung erfihrt. Wir haben 
in den friiheren Mitteilungen zeigen kénnen, daB das Insulin zwar 
in groBen Dosen die Sauerstoffatmung des Muskels zu aktivieren vermag, 
daB aber diese Dosen unphysiologisch hohe sind, so daB man bei U'ber- 
tragung dieser Versuche auf den lebenden Organismus nicht zu der An- 
nahme berechtigt ist, die Wirkung des Insulins beruhe auf einer Aktivierung 
der Glykooxydation. Ebensowenig ist die Annahme méglich, dap die 
Wirkung des Insulins in einer Aktivierung der Glykolyse in vivo beruhe. 
Aus diesen beiden Faktoren heraus ist die Erklarung der Insulinwirkung 


‘ 

') Ein Teil der Ergebnisse dieser Arbeit ist auszugsweise in der Berl 

Med. Gesellschaft am 16. Dezember 1925 vorgetragen und in der Med. 
Klinik 1926, Nr. 3 veréffentlicht worden. 
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am lebenden Objekt nicht méglich. Wir haben dagegen zeigen kénnen, 
daB die Insulinwirkung in einer Aktivierung der Glykometamorphose 
besteht, und zwar speziell in einer Aktivierung des Zuckerphosphor- 
siureveresterungsprozesses; wir bezeichneten in unseren friiheren 
Arbeiten das Insulin als Coferment der Phosphatese. Dagegen haben 
v. Euler und M yrbdck') Einspruch erhoben ; da Insulin bei der coferment- 
freien Hefe die Cozymase nicht zu ersetzen vermag, so halten die 
Autoren unsere Ansicht, da8 das Insulin das thermostabile Coenzym 
der Phosphatese, d. h. der Aktivator oder die Kinase der thermolabilen 
Phosphatese sei, mit der erwiesenen Tatsache nicht vereinbar. Diese 
Unstimmigkeit muB ohne weiteres zugegeben werden; aber abgesehen 
davon, daB wir selbst in der von den Autoren angezogenen Publikation 
folgende Ausfiihrungen®) gemacht haben, also dasselbe aussagen, was 
die Autoren in ihrer Arbeit beweisen, 

,Es gelingt naimlich, wie Gottschalk und Neuberg zeigen konnten, die 
Hefegaérung statt mit Hefekochsaft mit Muskelkochsaft zu aktivieren, 
das gleiche gelingt aber nicht (wie wir in Bestatigung von Fiirth sagen miissen) 
mit dem Insulin. Das Insulin ist also nicht identisch mit der Hefekinase 
und dem Coferment der Muskulatur, es ist vielmehr spezifisch, und zwar 
anscheinend fiir die ganze Reihe der Warmbliiter.“ 
handelt es sich hier nur um einen reinen Begriffs- oder Wortstreit. 
v. Euler und Myrbdck sprechen von Cozymase, also von dem Coferment 
der Zymophosphatese, wir sprechen von Coenzym oder Coferment der 
Phosphatese, wobei wir den Hexosephosphorsaureester des tierischen 
Kérpers im Sinne haben. Nun nehmen die Autoren allerdings an, daB 
dieser Zuckerphosphorsiureester, den Embden und Mitarbeiter Lacta- 
cidogen genannt haben, identisch mit dem Zymophosphat der Garung 
sei. Wir miissen zugeben, daB wir anfangs diese Annahme auch gemacht 
haben und erst im Verlauf der Untersuchungen zu der Uberzeugung 
gekommen sind, daf eine solche Identitdt nicht besteht. Unter diesem 
Gesichtspunkt ist sofort die Lésung des scheinbaren Widerspruchs 
gegeben. Die Muskelphosphatese ist eine andere als die Hefephosphatese. 
(vgl. XVII. Mitteilung). Um aber in der Literatur weitere Unstimmig- 
keiten zu vermeiden, wollen wir die Muskelhexosephosphorsaure als 
Myo-Hexosephosphorsaure oder abgekiirzt Myophosphat im Gegensatz 
zur Zymo-Hexosephosphorsaure bezeichnen, wobei es zweckmaBig sein 
wird — solange nicht die Idenditaét des Zymophosphats mit dem bei der 
Milchsauregarung gebildeten Hexosephosphatsaureester festgestellt ist —, 
auch von einem Lactophosphat zu sprechen. Das Coenzym des Myo- 
phosphats ist nicht identisch mit dem Coenzym des Zymophosphats, 


1) Hans v. Euler und Karl Myrbdck, Hoppe-Seyler 150, 1, 1925. 
2) Brugsch und Horsters, Das Insulinproblem. Klin. Wochenschr. 4, 
Nr. 10, 1925. 
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dagegen ist das Coenzym des Myophosphats (= Insulin) auch der 
Aktivator des Lactophosphats!), wenigstens fiir Bact. casei (Virtanen). 

Wir haben nun in Erweiterung friiherer Arbeiten hier den Versuch 
gemacht, die Beziehungen zwischen Glykolyse einerseits und Glyko- 
metamorphose andererseits aufzufinden, wobei wir als Glykometa- 
morphose methodisch die Bildung des Hexosephosphorsaureesters zu 
bestimmen versuchten. Zur quantitativen Erfassung bedienten wir 
uns folgender Methodik. 

Methodik. 

Es werden Organbreie (Muskulatur, Leber, Niere) eines eben 
getéteten Tieres (Meerschweinchen, Kaninchen, Hund) nach gehdériger 
Zerkleinerung aufgeschwemmt im Verhaltnis von 10: 100. Zur Aufschwem- 
mung werden Phosphatlésungen verschiedener Konzentration und ver- 
schiedener Pu und wechselnder Zucker- (Glucose-) konzentration benutzt. Die 
Organe werden 1 bis 2 Stunden bei 40°C teils mit?) teils ohne Durch- 
liiftung belassen. Die Zuckerbestimmungen geschehen nach EnteiweiBung 
(durch Phosphorwolframsaure und Schwefelséure) mittels der Bestimmung 
nach Folin-Wu bzw. Hagedorn-Jensen. Es wird sodann eine polarimetrische 
Bestimmung angeschlossen im 2-dm-Rohr (Lippichscher Dreischatten- 
apparat; Fehler der Ablesung + 0,02). Die Milchséurebestimmung ge- 
schieht nach Clausen-Meyerho/, die Bestimmung des anorganischen Phosphats 
durch Magnesiafallung. 


I. Versuche an der Muskulatur. 


Versuch 1 (Nr. 68, Journ. IV). 

Je 10g frischer zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden zu 
100cem 0,lproz. Glucoselésung mit wechselnder Phosphatkonzentration 
versetzt (pq 6,3). Der Drehungswinkel der Glukoselésung betragt im 
2-dm-Rohr + 0,1°. Der Versuch wird ohne Luftdurchleitung bei 40° C 
90 Minuten lang durchgefiihrt. 





Glucose 
Nach 90 Minuten pen Tey —~ we Defizit 


mg-Proz. mg+Proz. 


proz. Glucoselésung ohne Phosphat . . + 0,08 98 Pi 


0,1 

| ee a mit 1 Proz, Phosphat + 0,08 82 18 
| ae * Pe pais +. 0,08 69 31 
i ie mi Po aes " + 0,06 66 34 
Oo) . ne . + 0,04 88 12 
01 , ° a r + 0,00 9 | Ww 


Aus diesem Versuch liBt sich ableiten, daB — wie bereits Meyerhof 
schon an der Muskulatur erwiesen hat — Glykolyse ohne Phosphat- 
zusatz nicht stattfindet. Pei Phosphatzusatz liegt das Maximum der 
Glykolyse bei 3 Proz. Phosphat. Im Gegensatz dazu ist ein Abfall der 


1) Vgl. Virtanen, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 696, 1925. 
*) Luftschiittelung im Thermostaten. 
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Rotation bei zunehmender Phosphatkonzentration zu konstatieren. 
Die Drehungskurve und die Reduktionskurve kommen weder zur 
Deckung, noch haben sie einen gleichen Verlauf (s. Kurve 1). 
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Abb. 1. 


Versuch 2 (Nr. 72, Journal! IV). 

Je 10g frischer, zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden zu 
100cem mit einer 3proz. Phosphatlésung (py 6,3) und Glucoselésung 
wechselnder Konzentration versetzt und ohne Durchliiftung bei 40°C be- 
lassen. Dauer des Versuchs | Stunde. 





Wiedergefundene Glucose, 
Konzentration berechnet nach dem 


der Glucoselésung Reduktionswert Defizit 
mg+Proz. mg 
0,2 proz. 189 1] 
0.4 “ 380 20 
06 | 591 q 
aa 780 Il 
I 1000 0 


Versuch 3 (Nr. 73, Journal IV). 


Der gleiche Versuch wie Nr. 2. Dauer des Versuchs 1 Stunde. 





Wiedergefundene Glucose, 


Konzcntration berechnet nach dem 
der Glucoselésung Reduktionswert Defizit 

mg-Proz. mg 

0,2 proz. 195 5 

O4 , 362 38 

os. 583 17 

os. . 780 20 

l = 990 10 


Das Maximum der Glykolyse liegt, beim Vergleich schwicherer 
und starkerer Zuckerlésungen und 3proz. Phosphatzusatz bei 0,4 Proz.; 
tiber diesen Wert hinaus nimmt die Glykolyse ab. 

Wir haben nunmehr die pq-Konzentration der zugesetzten Phosphat- 
lésung wechseln lassen. 
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Versuch 4 (Nr. 67, Journal IV). 


Je 10g frischer, zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden zu 
100 ccm etwa 0,1 proz. Glucoselésung mit 3 Proz. Phosphat von verschiedener 
Py-Konzentration versetzt und bei 40°C 90 Minuten ohne Durchliiftung 
belassen. Der Drehungswert der Lésung betrigt + 0,12 (2-dm-Rohr), 
Reduktionswert = 0,112 Proz., berechnet auf Glucose. 





Glucose, berechnet | 


PyKonzentration @ im 2sdm-Robre aus der Reduktion Defizit 
mg-Proz. mg 
4.7 *+01 63 49 
63 + 0,08 47 65 
7.0 + 0,06 51 61 
8.4 — 0,02 53 59 


Das Defizit ist am gréBten bei 6,3 py; doch ist zwischen py 4,7 bis 8,4 

iiberall Glykolyse zu konstatieren. 
Im Gegensatz zur Glykolysekurve verliuft die Drehungskurve 
villig anders ; sie stiirzt mit abnehmender py-Konzentration ins Negative. 
Aus unseren vier eben an- 




















7 one gefiihrten Versuchen diirfen wir 
oo loos schon den SchluB ziehen, da die 

| Rotationskurve der Zuckerlésung 
a™ 1906 5 einen vollig anderen V erlauf nimmt 
Pu ER GN . 0 ce als die Glykolysekurve, die aus 
s | \ | ~ = der Anderung des Reduktions- 
Bso }__}__t y 002 ‘ wertes erschlossen worden ist. 
% \ *  Wéhrend im anoxybiotischen Ver- 
= a cee * —900 © such das Maximum der Glykol yse 
” ll ae fae Ghee Seen & hae Se i bei einer Zuckerkonzentration von 
: 0,3 bis 0,4 Proz. Glucose liegt, 

a a r~9 3 _ ferner das Optimum der Glykol yse 
Abb. 2. bei einer Phosphatkonzentration 


von 3 Proz. und einer py-Kon- 
zentration von 6,3, sind die tiefsten Rotationswerte erst bei héheren Phosphat- 
konzentrationen zu finden, ferner bei abnehmender py,-Konzentration. 
Wir haben nunmehr, um die Bedeutung des Drehungsabfalles 
erschlieBen zu kénnen, die Beziehungen zwischen Rotation und Reduktion 
bei héheren Glucosekonzentrationen studiert. 


Versuch 5 (Nr. 80, Journal IV). 
Je 10¢ frischer Meerschweinchenmuskel, fein zerschnitten, werden zu 
100 cem etwa 0,5 Proz. Glucose und 3proz. Phosphatlésung von wachsender 
Py Versetzt und bei 40°C ohne Durchliiftung belassen Dauer des Versuchs 
70 Minuten. a der Lésung (2-dm-Rohr) = + 0,6°, Reduktionswert der 
Lésung = 0,568 Proz. Glucose. 
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Glucosekonzentration, Glukose- 


PyKonzentration e im 2-dm-Rohre nach der Reduktion defizit 
mg-Proz. mg-Proz. 
4.7 + 0,48 545 23 
6.3 +. 0,50 534 34 
7.0 + 0,40 540 28 
84 + 0,36 539 29 


Die Glykolyse ist noch am gréBten bei py 6,3; der Abfall des Drehungs- 
winkels nimmt mit abnehmender py zu. 


Versuch 6. Glykolyseversuch (Nr. 103, Journal IV). 

Je 10¢ frischer, fein zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden 
zu 100 cem mit 0,5 Proz. Glucose und 3 Proz. Phosphat wechselnder py-Kon- 
zentration gesetzt und bei 40°C ohne Durchliiftung belassen. Dauer des 
Versuchs 60 Minuten. 








Reduktionswert, Reduktionswert, 
pa | MS Tce | ene | pe | SG Maane™ | Dota 
Proz. mg Proz. mg 
63 0,480 20 6,7 0488 =, 12 
64 0,470 30 68 0,490 10 
6.5 0,483 17 69 0,495 5 : 
6.6 0,485 15 7,0 0,498 2 


Resultat: Zwischen py 6,3 bis 6,7 liegen die niedrigsten Reduktions- 
werte, das Maximum der Glykolyse bei py 6,3 bis 6,4. 


Versuch 7 (Nr. 63, Journal IV). 
Je 10¢ frischer, zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden zu 
100 ccm etwa 1 Proz. Glucose und 3 proz. Phosphatlésung von wechselnder 
Pa bei 40°C ohne Durchliiftung belassen. 





Drehungswinkel im 2-dm-Robre 


Py*Konzentration 


on = gone nach 60 Minuten nach 90 Minuten 
47 + 0,98 + 0,92 + 0,90 
6.3 + 1,00 + 0,90 + 0,90 
7,0 + 1,00 + 0,88 + 0,84 
8.4 + 1,02 + 0,82 + 0.82 


Das Maximum des Drehungsabfalls liegt bei der niedrigsten pg-Konzen- 
tration. 
Versuch 8 (Nr. 54, Journal IV). 


Je 10g fxiseher Meerschweinchenmuskel, zerschnitten, werden zu 
100ccm etwa lproz. Glucoselésung, der wechselnde Mengen Phosphat 
(py 6,3) zugesetzt sind, gebracht und bei 40° C ohne jeden Zusatz belassen ; 
es wird der Drehungswinkel der Zuckerlésung nach 30, 60 und 90 Minuten 
bestimmt. Der Drehungswert der a-$-Glucoselésung vor dem Zusatz der 
Muskulatur betragt = 0,50° im 1]-dm-Rohr. 
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Drehungswinkel im 1-dm-Rohr 


nach 3) Min. ‘nach 60 Min nach 90 Min. 


Ohne Phosphatzusatz ...... 046° 0,46° 0,46° 
Mit | Proz. Phosphatzusatz . . . 0,46 0,45 0,45 
— 2 a al 0,45 0.45 0.44 
~ ae - ioe 0,44 0,44 0,43 
- - = ~ a 0,42 0,43 0,42 
i ‘ sn 0,42 0,42 0,42 


Resultat: Mit zunehmender Phosphatlésung Abnahme der Drehung. 


Versuch 9 (Nr. 57, Journal IV). 


Je 10g frischer Meerschweinchenmuskel, zerschnitten, werden zu 
100 cem etwa Iproz. Glucoselésung mit wechselnder Phosphatmenge ge- 
bracht und bei 40°C ohne jeden Zusatz belassen. Der Drehungswinkel der 
Glucoselésung vor dem Phosphatzusatz betrigt 0,51° im 1-dm-Rohr. 





Drehungswinkel im I*dm-Rohr 








nach 60 Min ‘ nach 90 Min 


oo ee 0,47 046° 
Mit 1 Proz. Phosphat ...... 0,43 0,44 
» Sf » * wie & olen 0,39 0,37 


Resultat: Stetige Abnahme des Drehungswinkeis der Giucoselésung 
durch den Phosphatzusatz. 








f 
Versuch 10 (Nr. 60, Journal IV). f 
Je 10g frischer zerschnittener Meerschweinchenmuskel eines im hypo- 
glykamischen Komplex durch Insulin befindlichen Tieres werden zu 100 cem 
etwa lproz. Glucoselésung mit wechselndem Phosphatzusatz gebracht und 
bei 40°C ohne Durchliiftung belassen. Der Drehungswinkel der Glucose- 
lésung betragt im 1-dm-Rohr = 0,53°. 
Drehungswinkel im 1-dm-Rohr 
“nach 60 Min. | nach 9) Min. 
Se a, ee 048° 0,48° i 
Mit 1 Proz. Phosphat ...... 0,47 0,48 
in ie ™ i 0.45 0.47 
» 8 » " oe oOR ea 0,47 0,45 
— aoe ie _—o 0,43 0,41 
‘a. ia ‘ ~~ raw 0,45 0,38 


Resultat. Mit zunehmendem Phosphatzusatz Abnahme der Drehung 
der Glucoselésung. 

Es zeigt sich also auch bei héherer Zuckerkonzentration (0,5 bis 1 Proz. 
Glucose) die Abnahme des Drehungswinkels zunehmend mit der Phosphat- 
konzentration und mit der Abnahme der pq-Konzentration. 


Aus der Tatsache, daB der Drehungsabfall nicht den Gesetzmabig- 
keiten der Glykolyse (beurteilt nach den Abfall der Reduktion) im : 
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anoxybiotischen Versuch folgt, ist zunichst der eine SchluB erlaubt, 
daB wir es mit einem von der Glykolyse weitgehend unabhingigen 
Vorgang zu tun haben, der in einer Anderung des Zuckercharakters 
begriindet sein muB. Dieser Frage haben wir uns nunmehr zuwenden 
miissen. 

Wir hatten fiir unsere Versuche 1 bis 10 jeweils eine a-f-Glucose- 
lésung gewahlt, deren Drehungswert also stabil war. Es wiire nun nach 
dem Stande unserer heutigen Kenntnisse durchaus méglich, daB durch 
die Phosphatliésung an sich eine Verschiebung des Gleichgewichts 
zwischen a- und £-Glucose zustande kommt, bzw. daB durch das 
Phosphation Umlagerungen in der Richtung auf linksdrehende Zucker 
geschehen, ahnlich wie durch stark alkalische Lésungen solche 
Reaktionen im Sinne der Lobry de Bruynschen Reaktion zustande 
kommen. Dafiir kinnte auch herangezogen werden, daB bei py 8,4 
der geringste Drehungswert zu finden ist. Es laBt sich indessen leicht 
durch einen Versuch zeigen, daB weder Phosphatkonzentrationen bis 
5 Proz. Phosphat, wie sie in unseren Versuchen Verwendung fanden, 
noch auch eine py-Konzentration von 8,4 imstande sind, eine Muta- 
rotation zu bewirken, wobei wir bemerken, da8 wir die biologischen 
Versuche nicht linger als héchstens 2 Stunden, meist ja nur 1 Stunde, 
durchgefiihrt haben, wihrend sich auch nach 6, 12, 24 Stunden 
keine Mutarotation an einer reinen entsprechenden Zuckerphosphat- 
lésung ergab. Wir sehen von der Anfiihrung dieser Versuche hier ab, 
um so mehr, als ein Versuch an einem Trockenmuskelpraparat, das 
wir fiir unsere Phosphataseversuche zu benutzen pflegen, keine Ande- 
rung der Drehung ergibt. Es beweist der nunmehr folgende Versuch, 
daB also nur der frische Muskel imstande ist, eine Mutarotation in 
der Glucoselésung bei Gegenwart von Phosphat hervorzurufen. 


Versuch 11 (Nr. 56, Journal IV). 


Je 10g Trockenmuskel vom Hund, fein zerrieben, werden zu 100 ccm 
etwa lproz Glucoselésung mit wechselnder Phosphatmenge (pg 6,3) ge- 
bracht und die Aufschwemmung bei 40° C belassen; der Drehungswert der 
a-B-Glucoselésung betrigt vor dem Zusatz 0,51° (1-dm-Rohr). 





Drehungswinkel im 1-dm-Rohr 


sofort nach 6 Min. nach 12) Min. 
Cine Peewee «1 et tt 0,49° 0,49° 0,49 
Mit 1 Proz, Phosphat ...... 0,49 0,50 0,49 
Bits a ‘ee S 0,49 049 0,49 
he u Pe ge 0,50 0.50 051 


Resultat: Der Trockenmuskel bewirkt keine Drehungsabnahme in 
der Glucoselésung trotz Phosphatzusatzes. 
Biochemische Zeitschrift Band 175. 
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Mit der Feststellung, daB wir es nicht mit einem der Lobry de 
Bruynschen Reaktion analogen, durch das Phosphation bedingten 
sterischen Umlagerungsvorgang zu tun haben, sind wir dann weiter 
zu der Frage geschritten, ob denn nicht etwa die Méglichkeit bestande, 
hier den Drehungsabfall auf die Bildung einer sogenannten y~Glucose 
zu beziehen. Diese Frage ist ja insbesondere vom Insulinstandpunkt 
aus viel diskutiert worden, und Lundsgaard hat am Muskel mit seinen 
Versuchen die Bildung einer Neo-Glucose unter dem EinfluB des Insulins 
annehmen zu kénnen geglaubt. Die Ergebnisse Lundsgaards basieren 
auf dem Nachweis einer Drehungsherabsetzung gegeniiber dem 
Reduktionswert an einer dialysierten Zuckerlésung aus einer Muskel- 
zuckersuspension, die unter dem EinfluB yon Insulin gestanden hat. 
Wir méchten hier nicht in eine Kritik der Lundsgaardschen Arbeit 
spezieller Art eintreten, sondern verschieben das auf eine spitere 
Mitteilung; wir méchten nur hier bemerken, daB die tatsichlichen 
Beobachtungen Lundsgaards sich besser durch unsere Deutung erklaren 
lassen, daB der Drehungsabfall nicht durch eine Neo- bzw. y-Glucose- 
bildung bedingt wird, sondern durch eine — wie wir vorwegnehmen 
wollen — Veresterung des Zuckers mit der Phosphorsiure. 

Diese Veresterung kénnte — und damit kann man Lundsgaards 
Hypothese akzeptieren — als’ Voraussetzung die Umwandlung einer 
a-B-Glucose in eine y-Glucose haben; was aber den Drehungsabfall 
effektiv bewirkt, ist nicht die unstabile y-Glucose, sondern die Ver- 
esterung dieser mit der Phosphorsaéure zu einer stabilen Verbindung. 
Da8B die durch die Muskulatur bewirkte Mutarotation der Glucose- 
lésung bei Anwesenheit von Phosphat nicht in dem Auftreten eines 
geinderten sterischen Zuckers liegt, sondern auf der Bildung eines links- 
drehenden Zuckerphosphorsaureesters beruht, laBt sich durch folgenden 
Versuch einfach aufzeigen. Bekanntlich bewirkt Bleiacetat keine 
Fallung der Hexosen. Wir haben nunmehr folgenden Versuch durch- 
gefiihrt : 

Versuch 12 (Nr. 116, Journal IV). 


20¢ friseher, zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden mit 
200 cem 0,5 proz. Glucose- und 3proz. Phosphatlésung (py 6,3) versetzt. 





+ Drehungswert im I-dm-Rohr 


nach Bleifallung 


ae ie dati i” Be ae 0,20° 0,22° 
Nach 30 Minuten a 0,16 0,19 
60 ‘ ee en, ae 0,12 0,20 


Resultat: In der Aufschwemmung befindet sich eine linksdrehende 
Substanz, die durch Bleiacetat ausgefillt wird; die linksdrehende 
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Substanz vermehrt sich im Laufe des Versuchs; es gelingt, im Blei- 
niederschlag nach Zersetzung durch Schwefelwasserstoff die links- 
drehende Substanz aufzuweisen. 

Es ist also die Abnahme der Drehung nur durch das Auftreten 
seine linksdrehenden Kérpers bedingt worden, der, wie unsere weiteren 
Untersuchungen ergeben haben, ein linksdrehender Zuckerphosphor- 
siureester ist. Mit dieser Feststellung war fiir uns die Frage der 
Mutarotation geklirt. Die Abnahme der Drehung beruht auf Glykometa- 
morphose, d.h. Bildung eines Zuckerphosphorsiureesters. Die Glyko- 
metamorphose ist weitgehend unabhingig von der Glykolyse; die Glyko- 
metamorphose wird durch Phosphatkonzentration und Abnahme der 
Pu-Konzentration begiinstigt; sie ist anoxybiotisch zu bewirken, ist aber 
an die Frische des Priparats gebunden, d. h. sie ist nicht mit einem Trocken- 
muskel prdparat, wenigstens unserer Herstellung, zu erzielen. 

Wir miissen unserer XVII. Mitteilung die Einzelheiten des prapara- 
tiven Vorgehens zur Erfassung der Verbindung vorbehalten und kénnen 
hier nur noch bemerken, daB wir mit der Feststellung der Abnahme 
der Drehung eine Methode haben, die uns experimentell! unter geeigneten 
Versuchsbedingungen (starker Einschrankung der Glykolyse durch 
Wahl hoher Zuckerkonzentration und hoher Phosphatkonzentration) ° 
die Méglichkeit an die Hand gibt zur Verfolgung der Glykometa- 
morphose. Eine zweite Méglichkeit ist uns, wie bekannt, durch die 
Bestimmung der anorganischen — PO, gegeben. Ehe wir nun zu den 
niheren Bedingungen der Glykometamorphose iibergehen, mégen 
hier noch eine Reihe von Beobachtungen Platz finden, die sich mit 
einigen Bedingungen der Glykolyse der Muskulatur befassen. 


Versuch 13 (Nr. 96, Journal IV). 
Je 10g fein zerschnittener, frischer Meerschweinchenmuskel werden 
zu 100 ccm 3 proz. Phosphat- (pq 7) und 0,5 proz. Glucoselésung (verschiedener 
Glucosen) versetzt und bei 40°C ohne Durchliiftung belassen. 





Reduktionswert (berechnet als Glucose) 


nach 3) Min. nach 60 Min. nach 90 Min. 


mg-Proz. mg*Proz. | mg*Proz. 
ee cr 485 472 470 
a: IE A a uc oe we Ses -- 490 485 
ED + + 46. & suk Os 480 -- 470 


Die Unterschiede in dem Ergebnis sind so minimale, da8 man 
kaum einen prinzipiellen Unterschied in Glykolyse der verschiedenen 
Glucosen herauslesen kann. 

Wir haben sodann noch einige Versuche tiber den EinfluB von 
KCl und CaCl,, ferner von NaF auf die Glykolyse angestellt. 


7* 
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Versuch 14 (Nr. 98, Journal IV). 
Je 10 g frischer, fein zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden zu 
100 cem mit 0,5proz. Glucoselésung und KCl wechselnder Konzentration 
versetzt und bei 40°C belassen. 





Reduktionswert, berechnet auf Glucose 


nach 30 Min. nach 60 Min. 
Proz. Proz 
0,1 KCl auf 100cem ....... 0,483 0,465 
os » — os ih ate ek ok 0,490 0,490 
ae. a SS i ee SUS Gk 0,490 0,475 
OS « — I a heen Chee 0,510 0,498 
oF . , 100 . ae eee 0,505 





Resultat: Bis zu 0,3 Proz. KCl ist eine Abnahme der Reduktions- 
werte zu verzeichnen, d.h. jenseits von 0,3 Proz. KCl hért die Glyko- 
lyse auf. 

Versuch 15 (Nr. 99, Journal IV). 
Statt KCl der gleiche Versuch mit wechselndem CaCl,. 





Reduktionswert, berechnet auf Glucose 


nach 30 Min. nach 60 Min. 
Proz. Proz. 
0,1CaCl, aufl00cem....... 0,493 0,500 
me oa Bt Zi ecdy 0,483 0,474 
os . a er eee 0,490 0,493 
04 , tle: ea 0,495 0,520 
05 , = MW « _ 0,500 


Resultat: Von 0,4 Proz. ab ist keine Anderung des Reduktions- 
wertes zu verzeichnen; die Konzentration von 0,2 Proz. ergibt den 
niedrigsten Reduktionswert; jenseits von 0,3 Proz. CaCl, erlischt die 
Glykolyse. 

Versuch 15 (Nr. 100, Journal IV). 

Je 10 g frischer Meerschweinchenmuskel werden zu 100 ccm mit 0,5 proz. 
Glucoselésung, der wechselnde Mengen NaF zugesetzt sind, versetzt und 
bei 40°C belassen. 





Reduktionswert, berechnet auf Glucose 


nach 30 Min nach 60 Min. 
Proz. Proz. 
~ * Se peat 0,488 0,478 
m/l0O , ee a es ae ae oe ee 0,492 0.478 
ee is ee eS aa 0,480 0,483 
m/3 “ oi = wt a ale ae ee 0,485 0,474 


Resultat: Ein EinfluB des Na F auf Glykolyse ist bei verschiedenen 
Na F-Konzentrationen nicht feststellbar. 
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Wir haben uns nunmehr, nachdem wir die weitgehende Unab- 
hingigkeit der Glykolyse von der Glykometamorphose festgestellt 
hatten, der Frage zugewandt, inwieweit das Insulin bei der Muskulatur 
in die Glykolyse und in die Glykometamorphose eingreift, ferner auch 
der Frage, wieweit beide anoxybiotisch bzw. oxybiotisch durch Insulin 
beeinfluBbar sind. 


Versuch 16 (Nr. 106, Journal IV). 

Je 10g frischer, zerkleinerter Meerschweinchenmuskel werden zu 100 ccm 
mit 0,5proz. a-8-Glucose- und 3proz. Phosphatlésung (py 6,3) versetzt, zu 
einer Portion 20 Einheiten Insulin Kahlbaum (trocken) zugefiigt und bei 
40°C ohne und mit Durchliiftung stehengelassen. 

A. Ohne Insulin nach 60 Minuten Reduktionswert = 465 mg-Proz., 
Defizit = 35 mg. 

B. Mit Insulin nach 60 Minuten Reduktionswert = 459 mg-Proz., 
Defizit = 41 mg. 

Derselbe Versuch nur mit Durchliiftung. 

A. Ohne Insulin nach 60 Minuten Reduktionswert = 435 mg-Proz., 
Defizit = 65 mg. 

B. Mit Insulin nach 60 Minuten Reduktionswert = 444 mg-Proz., 
Defizit = 56 mg. 


Es ergibt sich, daB das Defizit an Glucose annahernd das gleiche 
ist im anoxybiotischen Versuch mit und ohne Insulinzusatz, ebenso im 
oxybiotischen Versuch. Die Glykolyse ist gréBer im oxybiotischen 
Versuch, doch darf man das mechanische Moment der Durchliiftung 
(Schiittelung) nicht unterschatzen. 

Gleiche Erfahrungen haben wir in einer Reihe weiterer Beob- 
achtungen gemacht, von deren Anfiihrung wir absehen. 

Da wir in unseren bisherigen Versuchen, die anoxybiotisch durch- 
gefiihrt worden sind, den Reduktionswert auf Glucose berechnet und 
das Defizit auf Glykolyse bezogen haben, was nicht ohne weiteres 
erlaubt ist, da ja auch die Méglichkeit besteht, daB der Hexosephosphor- 
siureester reduzierende Eigenschaften hat, so fiihren wir hier Versuche 
an, in denen das aus dem Reduktionswert erschlossene Glucosedefizit 
mit dem Milchsaurewert verglichen wird. 


Versuch 17 (Nr. 114, Journal IV). 


50 g frischer, zerkleinerter Meerschweinchenmuskel werden zu 200 ccm 
mit 0,5proz. a-8-Glucose- und 3proz. Phosphatlésung (pg 6,3) mit 10 Ein- 
heiten Insulin (Kahlbaum, trocken) versetzt und mit Luft 2 Stunden bei 
40° C geschiittelt. 

Reduktionswert der Lésung vorher 500 mg-Proz. 

Milchséurewert . > oe 

Reduktionswert der Losung nachher 435 mg-Proz., Defizit 65 mg 

Milchséurewert ... at aaa te 7 Bilanz + 14mg 
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Es zeigt sich also, daB der Abnahme des Reduktionswertes keine 
Glykolyse entspricht. Es muf daher die Abnahme des Reduktionswertes 
die Folge der Glykometamorphose sein. Es hat sich in diesem Versuch 
die Existenz eines linksdrehenden Hexosephosphorsaureesters nach- 
weisen lassen. 

Wir haben nunmehr in einer Reihe von Versuchen — als MaB der 
Bildung eines Hexosephosphorsiureesters — das Verschwinden an- 
organischer Phosphorsiure aus der Lésung verfolgt. 

Zunichst haben wir einen Versuch anoxybiotisch durchgefiihrt. 


Versuch 18 (Nr. 129, Journal IV). 


40 ¢ frischer, zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden zu 400 ccm 
mit 0,5proz. Glucose- und 2proz. Phosphatlésung (pg 6,3) versetzt und 
bei 40° C ohne Durchliiftung belassen. Zur Bestimmung der anorganischen 

PO, werden jede halbe Stunde 2 ccm der freien Fliissigkeit entnommen, mit 
4ccm 2% Proz. NH, versetzt, klar filtriert, vom Filtrat 3cem mit 5 ccm 
Magnesiamischung versetzt und der Riickstand vorschriftsmaBig gegliiht. 





Mg, P, O; Mg, P,O; 
in 100 com in 100 ccm 
~ ~ 
Freie Lésung nach Zusatz. . 1,95 Nach 120 Minuten 1,99 
Nach 30 Minuten ..... 2,07 » 150 " 1,97 
, 60 a te. a 2,17 a 1,87 
90 2,07 


” 





Es tritt eine Verminderung des anorganischen Phosphats ein, 
auch wenn diese nur gering benannt werden muB. Bedenkt man in- 
dessen, daB eigentlich erst in héheren Phosphatkonzentrationen (von 
3 Proz. ab), wie unsere Versuche gelehrt haben, die aus der Mutarotation 
zu erschlieBende Glykometamorphose einsetzt, so erscheint dieser 
Versuch immerhin bedeutungsvoll. 

Wir haben nun in der Anlage den gleichen Versuch oxybiotisch 
durchgefiihrt. 

Versuch 19 (Nr. 127, Journal IV), 

40 g frischer. fein zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden mit 
400 ccm 0,5proz. Glucose- und 2proz. Phosphatlésung (py 6,3) bei 40°C 
unter Luft geschiittelt. Es wird jede halbe Stunde eine Probe entnommen 
zur Bestimmung der freien anorganischen — PO, (2 cem der freien Fliissig- 
keit werden mit 4cem 2%proz. NH, versetzt, vom Filtrat 3ccm mit 
5cem Magnesiamischung versetzt und dann durch Gliihen als Mg,P,O, 
bestimmt). 





Mg: P.O; Mg, P.O; 
in 100 com in 100 ccm 
& 7 
ee enue 6 1,85 Nach 90 Minuten 1,99 
Nach 30 Minuten 1,87 , 120 a 1,99 
a ‘ 1,95 , 180 ~ 1,99 
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Es zeigt sich bei der gleichen Phosphatkonzentration bei der 
oxybiotischen Durchfithrung des Versuchs kein Verschwinden an- 
organischer —PO,. Das kénnte zudem SchluB verleiten, dab die Oxybiose 
der Glykometamorphose nicht giinstig sei, weil im Gegenteil hier eine 
Phosphatasewirkung tiberwiegt. 

Wir haben indessen noch eine Anzahl von anoxybiotischen Ver- 
suchen durchgefiihrt, um nachzuweisen, ob in diesen Versuchen bereits 
beieiner 2 proz. Phosphatkonzentration eine organische Phosphatsynthese 
die Regel ist. 

Versuch 20 (Nr. 137, Journal IV). 

40¢ Meerschweinchenmuskel, frisch, fein zerschnitten, werden zu 
400 com mit 0,5proz. Glucose- und etwa 2proz. Phosphatlésung (py 6,7) 
versetzt und bei 40°C belassen (ohne Durchliiftung). 

Phosphatbestimmung wie in den vorigen Versuchen. 





Mg2 P2 O05 i Mg, P2 Os 
in 100 com in 100 com 
8 & 
In der Suspension, sofort . 1,79 Nach 90 Minuten .. . 1,89 
Nach 30 Minuten .... 1,77 120 shat 1,91 
60 nent 1,77 


Es zeigt sich kein Verschwinden von anorganischem Phosphat, im 
Gegenteil eine geringe Zunahme, die als Phcesphatasewirkung anzu- 
sprechen ist. Im Gegensatz dazu zeigt wieder der nichste Versuch ein 
Verschwinden von anorganischem Phosphat bei 2proz. Phosphatlésung. 


Versuch 21 (Nr. 134, Journal IV). 
20 g Meerschweinchenmuskel, frisch zerschnitten, werden zu 200 ccm mit 
0,5 proz. Glucose- und 2proz. Phosphatlésung (py 6,3) versetzt und bei 40°C 
belassen (ohne Durchliiftung). Phosphatbestimmung wie im vorigen Versuch. 





Mg, P, O; Mg2 P, O; 
in 100 com in 100 ccm 
& & 
In der Suspension, sofort . 1,99 Nach 9% Minuten . ‘ 1.83 
Nach 60 Minuten : 1,75 -~ 7 me Doe 1,73 


Es laBt sich zusammenfassend sagen, da8 bei einer 2 proz. Phosphat- 
konzentration und 0,5proz. Glucosekonzentration die Glykometa- 
morphose keine regelmaBig nachweisbare Erscheinung bei den Ver- 
suchen mit Muskeln ist. 

Diese Tatsache war fiir uns experimentell von Bedeutung, weil sie 
gestattet, nunmehr den EinfluB des Insulins auf die Glykometamorphose 
der Muskulatur zu demonstrieren. Da, wie in friiheren Versuchen 
gezeigt worden war, das Insulin nur in unphysiologisch hohen Dosen 
die Atmung der Muskulatur aktiviert, da ferner das Insulin — wie 
ja auch unser Versuch 17 demonstriert — die Glykolyse nicht aktiviert, 
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so muB, wenn tiberhaupt das Insulin einen EinfluB auf den Kohle- 
hydratzirkel des Muskels ausiibt, sich hier der EinfluB geltend machen. 
Hierbei wurde ganz besonders das Problem beachtet, ob der EinfluB 
des Insulins in der oxybiotischen oder auch in der anoxybiotischen 
Phase sich geltend macht. 


Versuch 22 (Nr. 154, Journal IV). 
40 g frisch zerkleinerter Meerschweinchenmuskel werden zu 400 ccm 
0,5 proz. a-B-Glucose- und 2proz. Phosphatlésung (py 6,3) und 30 Einheiten 
Insulin (trocken, Kahlbaum) versetzt und unter Toluolzusatz bei 40° C 
belassen. 





Glucose, aus dem 


Mg, P, O; Reduktionswert Drebung Milchsaure 
bestimmt im 2sdmsRohr 
Proz. Proz. mg+Proz. 
a oe 1,81 0,490 + 0,52 12,2 
Nach | Stunde... 1,61 0,480 + 0,36 12.6 
3 Stunden .. 1,59 0,490 +. 0,34 19,0 


Die Glykolyse (beurteilt nach dem Milchsiurezuwachs) ist minimal ; 
der Reduktionswert hat sich nicht wesentlich geandert, dagegen fallt 
die Abnahme der Drehung mit der Abnahme der anorganischen 
Phosphorsaéure zusammen; d. h. das Insulin hat elektiv nur die Glyko- 
metamorphose beeinfluBt, dagegen nicht die Glykolyse. Vergleicht 
man die Werte kurvenmiaBig, so fallen die GesetzmaBigkeiten der 
Glykometamorphose deutlich auf. 

Wir fiihren einen weiteren Versuch an, der das gleiche Ergebnis zeitigt. 


Versuch 24 (Nr. 152, Journal IV). 
20¢ frischer, zerkleinerter Meerschweinchenmuskel werden zu 200 ccm 
mit 0,5proz. Glucose- und 2proz. Phosphatlésung (py 6,3), ferner mit 
30 Einheiten Insulin Kahlbaum (Trockenpriparat) versetzt und unter 
Toluolzusatz bei 40°C belassen (anoxybiotisch). 





. Mg2 P20; Drehungswinke! im 2sdm-Rohr 
Proz. 
ons Boies. ke 1,81 L 0,52 
Er ree 1,63 — 
oy I whe he eh ell 1,71 — 
4 oa et ae eee 1,61 + 0,20 


Der Drehungsabfall ist nach 4 Stunden noch erheblich gréBer geworden, 
verglichen mit dem vorigen Versuche. Ebenfalls ist eine erhebliche Vermin- 
derung des anorganischen Phosphors eingetreten. Da8 nun in den beiden 
letzten Versuchen die Verminderung der anorganischen Phosphorséure 
wirklich auf den Insulineffekt zu beziehen ist, dariiber belehrt ein Vergleich 
der Phosphorsiurekurven der Versuche 18, 19, 20, 21 einerseits und 22, 23 
andererseits. Da iiberall eine 2proz. Phosphatlésung (pg 6,3 bis 6,7) bei 
gleicher Glucosekonzentration zur Verwendung kam, ist ein Vergleich der 
Werte untereinander gestattet. 
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Versuch 23 (Nr. 140, Journal IV). 
40g frischer, fein zerschnittener Meerschweinchenmuskel werden zu 
400 cem mit 0,5proz. Glucose- und 2proz. Phosphatlésung (pq 6,3) versetzt 
und bei 40°C belassen, ferner mit 30 Einheiten Insulin (trocken, Kahlbaum). 
Phosphatbestimmung wie in den vorigen Versuchen. 








Mg2 PO; Mg, P, O; 

in 100 com in 100 com 
s 2 
eee 1,89 Nach 90 Minuten 1,85 
In der Suspension, sofort . 1,87 a 2 1.87 
Nach 30 Minuten .... 1,86 , 150 " 1,59 
a ea as Ey a 1.85 ‘aie 147 


Resultat: Von der zweiten Stunde ab erhebliche Abnahme der 
freien anorganischen PQ,. 

Jedenfalls liegen die Insulinkurven der anorganischen Phosphor- 
saure erheblich tiefer als die anderen ohne Insulin, wobei die/oxybiotisch 
durchgefiihrte Kurve nicht aus der Reihe der anderen, die anoxybiotisch 
durchgefiihrt sind, herausfallt. 

Diese Beobachtungen des Verschwindens anorganischer — PQ, 
unter dem EinfluB des Insulins bei der Muskulatur stellt eigentlich 
nur eine erweiternde Bestitigung unserer an der Leber (s. VITI. Mitteilung 
Brugsch-Horsters) festgestellten Beobachtung dar, aus der wir damals 
schon den SchluB zogen, daB das Insulin der Aktivator oder das Co- 
ferment einer Phosphatese sei. Jedenfalls kann hiernach schon die 
aktivierende Eigenschaft des Insulins auch fiir die Muskelphosphatese 
als bewiesen angesehen werden. 

Wir geben nunmehr einen Versuch wieder, der dariiber Aufschlub 
geben sollte, ob die Durchliiftung den Proze8 der Phosphorylierung 
wesentlich zu beeinflussen vermag, nachdem Insulin zu dem Versuchs- 
praparat zugesetzt worden ist. 


Versuch 24 (Nr. 159, Journal IV). 

40 ¢ frischer, zerkleinerter Meerschweinchenmuskel werden zu 400 cem 
0,5proz. Glucose- und 2proz. Phosphatlésung (pq 6,3) und 30 Einheiten 
Insulin (Trockenpriparat Kahlbaum) versetzt und bei 40°C mit Luft 
geschiittelt. 





Mg2 P, O; Bn ey Drehung im | Milchsaure 
2-dm*RKohr 


Proz. mg-Proz. mg-Proz. 
ae 1,57 70 + 048 20,3 
Nach 2 Stunden ... 1,69 454 + 0.46 52.6 
3 - os A 1,41 449 +. 0.38 59.8 
» e o a 1,87 449 + 0,46 57.0 


Eine Phosphorylierung (Verschwinden von anorganischer PQ,) ist 
unverkennbar gréBer als unter den médglichen Bedingungen eines 
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insulinfreien Mediums. Auch eine entsprechende Mutarotation ist 
festzustellen. Das Defizit an Glucose ist im gewissen Grade durch die 
Zunahme der Milchsiure gedeckt. DaB nach 5 Stunden eine Zunahme 
des Drehungswinkels wie eine Zunahme des anorganischen Phosphats 
zu finden ist, beruht auf einer (autolytischen) Phosphatasewirkung. 
Im ganzen zeigt aber dieser Versuch im Vergleich mit den friiheren 
anoxybiotisch durchgefiihrten Versuchen, da die Oxybiose keine V oraus- 
setzung fiir die Wirksamkeit der Glykometamorphose, d. h. der Wirksamkeit 
der Myophosphatese ist. 

Wir sind nunmehr dazu iibergegangen, den Versuch der Aus- 
waschung des Coferments der Myophosphatese zu machen und diese 
dann wieder durch Insulin zu ersetzen. Dieser Versuch ist gelungen. 


Versuch 25 (Nr. 161, Journal IV). 
A. 

Frischer, zerkleinerter Meerschweinchenmuskel wird im Schiittel- 
apparat bei 20° 30 Minuten lang mit destilliertem Wasser gewaschen, 
danach vom Wasser durch Mull getrennt und 40 g zu 400 cem mit 0,5proz. 
Glucoselésung, die 2 Proz. Phosphat (Py 6,7) enthielt, aufgeschwemmt und 
ohne Durchliiftung bei 40° C mit Zusatz von 30 Einheiten Insulin-Kahlbaum 
(trocken) belassen. 





MgeP, 0; Fn ee @ im Milchsaure 
2«dmsR obr 
g-Proz. mg>Proz. mg-Proz. 
Pe ee 2,07 429 0,5° 5,85 
Nach 1 Stunde... . 2,13 429 0,42 9 
, 2 Stunden... 1,89 434 0,36 — 
oa Fa i a 1,75 434 0,38 10,3 
a, - ern 1,79 434 0,36 7,2 
os is 2,09 429 0,32 6,75 


Es zeigt sich sowohl an der Abnahme der Drehung wie an dem 
Verschwinden von anorganischer Phosphorsaure die Myophosphatese, 
wihrend die Milchsaiure- wie Reduktionswerte annihernd stabile sind; 
anders hingegen verliuft der gleiche Versuch an der gewaschenen 
Muskulatur ohne jeden Insulinzusatz. 

B. 


Der gleiche Versuch wie A, nur ohne jeden Zusatz von Insulin. 





Mg: P20; ae ay Milcheiure 


g-Proz. mg-Proz. Sdmtets mg-Proz. 
OS a ere 2,12 489 0,48 4.50 
Nach 1 Stunde... . 1,97 465 0,44 6,30 
» 2 Stunden... 181 470 om 6,30 
an “ . 1,61 453 0,44 6,75 
o> a — 463 0,44 9,18 
» & in 1,63 461 0,44 11,25 
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Zwar ist hier auch eine Verminderung von anorganischem Phosphat 
noch zu konstatieren, die wohl nur auf einer Adsorption von Phosphor- 
siure an der ausgewaschenen Muskulatur beruht, aber der Drehungs- 
winkel erfahrt praktisch keine Abnahme. Die Glykolyse ist minimal, der 
Glucosewert héher als im vorigen Versuch, aber annihernd stabil. 
Unzweifelhaft ist der Drehungsabjall unter dem EinfluB des Insulins 
im Verein mit dem Verschwinden anorganischer PO, ein Beweis fiir die 
Wirksamkeit des Insulins im Sinne der Cofermentnatur einer M yo- 
phosphatese, die aus der Muskulatur auswaschbar und durch Insulin 
ersetzbar ist. 

Wir haben weitere Versuche in diesem Sinne angestellt ; wir fiihren 
zum Beleg folgenden Versuch an: 


Versuch 26 (Nr. 165a, Journal IV). 


Frisch zerkleinerter Meerschweinchenmuskel wird im Schiittelapparat 
mit destilliertem Wasser bei 20° eine halbe Stunde lang geschiittelt und nach 
der Waschung durch Mull abgepreBt. 

40 g dieser gewaschenen Muskulatur werden zu 400 ccm mit 0,5proz. 
Glucoselésung, die 2 Proz. Phosphat (py 6,7) enthielt, aufgeschwemmt und 
ohne Durchliiftung bei 40°C mit Zusatz von 20 Einheiten Insulin (trocken, 
Kahlbaum) belassen. 





Mg2 P20; panent oll Gites Ack » Milchsaure 
geProz. mg*Proz. a-dmtichs mg-Proz. 
A. Mit Insulin. 
ee aaa 1,99 465 042° 49 
Nach 1 Stunde... . 1.97 444 0,38 54 
» 2 Stunden... 1,69 439 0,36 58 
es " nk tae 1,65 389 0,34 7,2 
oo ” iy ake — 381 0,34 6,7 
—_— an sa et 1,91 460 0,30 6,7 
B. Ohne Insulin. 
Gs es ade. et aes _ 481 0,44° 58 
Nach 1 Stunde... . 1,83 452 0,40 8.6 
» 2 Stunden... 1,69 — 0,40 9.0 
7 3 = <i 1,80 47 0,40 —_— 
“ 4 - 6 ie 1,89 440 0,40 10,8 
._ = * 1,81 460 0,40 14.0 


Auch hier das gleiche Resultat, dafB Auswaschen die Glykometa- 
morphose zum Verschwinden bringt, waihrend sie durch Insulin als 
Aktivator der Myophosphatese wieder aktiviert wird. 
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Zusammenfassung, 

Fassen wir nun unsere Erfahrungen iiber Glykolyse und Glyko- 
metamorphose, die wir an der Warmbliitermuskulatur gewonnen 
haben, zusammen unter Beriicksichtigung der Rolle des Insulins, so 
kommen wir zu folgendem Ergebnis: Wenn wir mit dem Ausdruck 
Glykolyse nur die Zuckerzerlegung der Glucose in Milchsdure verstehen, 
mit dem Ausdruck Glykometamorphose die Veresterung der Glucose unter 
Umbau dieser und unter Glykooxydation die Oxydation der Glucose oder 
ihres Spaltprodukts der Milchsture, so vollzieht sich die Glykolyse in der 
Muskulatur — oxybiotisch wie anoxybiotisch — aus a-B-Glucose nur bei 
Gegenwart von Phosphat. Das Optimum der Glykolyse liegt etwa bei 
3 Proz. Phosphat, ferner bei 0,3 bis 0,4 proz. a-B-Glucoselésung. Inner- 
halb einer vom Neutralitdtspunkt nicht zu entfernten py-Konzentration 
liegt das Optimum bei py 6,3 bis 6,4. Die Glykolyse vollzieht sich kauwm 
abweichend bet a-B- oder a-, B-Glucose. Héhere Konzentration als 
0.3 Proz. KCl und 0,4 Proz. CaCl, hemmen die Glykolyse. Ein wesent- 
licher EinfluB wechselnder Na F-Konzentrationen auf die Glykolyse war 
nicht zu konstatieren. 

Véllig von der Glykolyse zu trennen ist die Glykometamorphose; diese 
tritt ein unter Phosphatzusatz, wobei héhere Konzentrationen als 3 proz. 
und héhere Zuckerkonzentrationen diese Glykometamorphose begiinstigen. 
Der ProzeB der Glykometamorphose wird aufgefaBt als Veresterung einer 
aus der Glucose entstehenden y-Hexose mit Phosphorsdure, die linksdrehend 
ist (vgl. XVII. Mitteilung). Dadurch kommt es zur Mutarotation, d.h. zum 
polarimetrischen Drehungsabfall der Zuckerphosphatlésung. Die im 
Muskel durch den VeresterungsprozeB entstehende Hexosephosphorsiure 
wird im Gegensatz zur Harden-Youngschen Hexosephosphorsdure, die 
Zymophosphat benannt ist, mit Myophosphat bezeichnet. Zymophosphat 
und Myophosphat werden als nicht identiseh erkldrt. Der Veresterungs- 
prozeB beruht auf der Phosphatese der Muskulatur, die wirksam wird, 
sowohl oxybiotisch wie anoxybiotisch, bei Gegenwart von Zucker, Phosphor- 
siure und einem Coferment der Myophosphatese, das in den Muskeln 
enthalten ist, sich auswaschen laBt und durch Insiilin ersetzen lift. In 
diesem Sinne ist das Insulin identisch mit dem Coferment der Myo- 
phos phatese. 

Die Glykometamor phose ist weitgehend unabhingig von der Glykol yse ; 
die Kurven der Glykometamorphose verlaufen nicht parallel mit denen der 
Glykolyse (iiber die Abhédngigkeit der Glykolyse von der Glykometa- 
morphose vgl. XX. Mitieilung). 

Nach diesen Feststellungen tiber Glykolyse und Glykometa- 
morphose bei der Muskulatur haben wir die entsprechenden Versuche 
an der Leber und der Niere durchgefiihrt. 
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Il. Versuche an der Leber und an der Niere. 


Versuch 27 (Nr. 71, Journal V). 

A. Die Leber eines Meerschweinchens, das 20 Stunden gehungert hat, 
wird im Verhaltnis von 1 : 10 fein emulsioniert aufgeschwemmt mit 0,3 proz. 
a-$-Glucoselésung mit wechselndem Phosphatzusatz zwischen | bis 5 Proz. 
und py 7 und 90 Minuten ohne Durchliiftung bei 40° C belassen. 





Reduktionswert, 
berechnet auf Glucose Bilanz 
mg+Proz mg 
Bei 1 Proz. Phosphat ... . 267 33 
ett “ Wie ® 228 72 
a a . noe a 258 — 42 
eS : ra ers 420 » 120 
5 a te 333 + 33 


s , - 


Die starkste Glykolyse liegt bei 2- bis 3proz. Phosphatkonzentration. 
Von 4proz. Phosphatkonzentration ab tiberwiegt die diastatische Zucker- 
ausschiittung, die bei 3 Proz. ihr Maximum hat. 

B. Versuch an der Niere. Eine Aufschwemmung der Niere (zerrieben) 
im Verhaltnis von 1 : 100 mit 0,3proz. Glucose- und 3proz. Phosphatlésung 
(px 7) wird 90 Minuten bei 40° C belassen. , 

Reduktionswert, berechnet auf Glucose, 294 mg-Proz. Die Glykolyse 
(Defizit 6 mg-Proz.) ist sehr gering. 


Versuch 28 (Nr. 72, Journal V). 

Die Leber eines Meerschweinchens, das 24 Stunden gehungert hat, 
wird aufgeschwemmt mit 0,lproz. a-8-Glucoselésung mit wechselndem 
Phosphatgehalt (py 7,0). Die Aufschwemmung wird ohne Durchliiftung. 
90 Minuten bei 40° C belassen. 





Reduktionswert, 
berechnet auf Glucose Defizit 
mg:Proz. 
Bei 1 Proz. Phosphat ... . 68 32 
a Fa i st ta 55 45 
a Ae - sat eh 59 41 
aii pa " Po 67 33 
ae” Sean . ied 77 23 


Die starkste Glykolyse liegt bei der Phosphatkonzentration von 2 bis 
3 Proz. 


Versuch 29 (Nr. 73, Journal V). 


A. Die Leber eines Meerschweinchens, das 72 Stunden gehungert hat, 
wird mit 0,5proz. a-8-Glucoselésung mit wechselndem Phosphat im Ver- 
haltnis von 1:10 aufgeschwemmt und 90 Minuten ohne Durchliiftung bei 
40°C belassen. 
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Reduktionswert, 
berechnet auf Glucose Bilanz 
mg-Proz 
2 Pros. Phowhet ....... 541 + 41 
3 ‘ a oo ela 485 15 


Es tiberwiegt bei 2 Proz. Phosphat die diastatische Zuckerausschiittung, 
bei 3 Proz. die Glykolyse. 

B. Die Niere wird aufgeschwemmt im Verhaltnis von 1: 10 mit 0,5 proz. 
Glucose- und Iproz. Phosphatlésung. 90 Minuten bei 40°C ohne Durch- 


liiftung. 





Reduktionswert, berechnet auf Glucose Bilanz 
mg+Proz. 
518 + 18 


Keine Glykolyse. 


Versuch 30 (Nr. 83, Journal V). 





Sofort Nach 60 Minuten Nach 120 Minuten 
° ) : - = ~ 
esi aE gsi 
= 85 5&3 =65 
zs . x43 252 
3 gi « im 3 fs e im = 20 « im 
» es 2dmRobr J5= 2dm-Rohbr Y5= 2-dmsRohr 
£3 <£s £3 
as ss “=e 
mg«Proz. mysProz mg-Proz. 


A. Die Leber eines Meerschweinchens, das 24 Stunden gehungert hat, 
wird mit 0,3proz. a-f-Glucoselésung bei wechselndem Phosphatgehalt 
(py 7,0) aufgeschwemmt und bis 120 Minuten bei 40°C ohne Durchliiftung 


helassen. 


1 Proz. Phosphat 300 0,28° — | O12 369 0,16° 
ee - 300 0,22 — 0,16 393 0,20 
oS x 300 0,24 — 0,12 381 0,22 


B. Die Niere wird aufgeschwemmt im Verhaltnis von 1 : 10 mit 0,3proz. 
a-B-Glucose- und 4proz. Phosphatlésung (pq 7) und 120 Minuten bei 
40°C ohne Durchliiftung belassen. 

4 Proz. Phosphat 300 0,16° — | 0,08° 308 0,04° 


Bei der Leber ist eine Glykolyse durch diastatische Zuckerbildung 
verdeckt, indessen zeigt sich — wie beim Muskel — ein Drehungs- 
abfall, der den Drehingswert. der Zuckerlésung erheblich gegenitiber 
dem Reduktionswert verringert; das gleiche Verhalten zeigt — trotz 
fehlender Glykolyse — die Niere. Wir diirfen deshalb sagen, daB auch 
die Leber und die Niere denselben ProzeB — weitgehend unabhangig 
von der Glykolyse — binsichtlich der Glykometamorphose zeigen, 
mithin, daB die am Muskel erhobenen GesetzmaBigkeiten auch bei der 
Leber und der Niere bestehen. Es sei in diesem Sinne aus unseren Ver- 
suchen ein weiterer angefiihrt, in dem die Verhiltnisse noch deut- 


licher sind. 
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Versuch 31 (Nr. 86, Journal V). 

Die Leber bzw. Niere eines Meerschweinchens, das 24 Stunden ge- 
hungert hat, wird mit 0,3 proz. a-8-Glucoselésung bei wechselndem Phosphat 
(py 7) aufgeschwemmt und 120 Minuten bei 40°C ohne Durchliiftung be- 
lassen. Der Reduktionswert ist auf Glucose berechnet. 





Sofort nach Zusatz Nach 60 Minuten Nach 120 Minuten 


«im Glucose e im Glucose ec im Glucose 
2edm-Rohr mg-Proz. 2-dm-Rohr |) mg-Proz. 2dm:Rohr  mg-Proz 


A. Leber. 


4 Proz. Phosphat 028° 287 024° 252 (22° 333 

5 ‘ 0,22 330 0.16 405 0.10 400 
B. Niere. 

2 Proz. Phosphat 0,20° 250 0.08° 257 008° 300 


Bei der Niere Abnahme und wieder Zunahme des Reduktionswertes, 
starke Abnahme des Drehungswertes! Beides erklarbar durch den Vorgang 
der Glykometamorphose. 

SchlieBlich fiihren wir noch eine Reihe von Versuchen an, die 
iiber den EinfluB wechselnder py auf den ProzeB der Glykolyse bzw. 
Glykometamorphose angestellt sind. 


Versuch 32 (Nr. 81, Journal V). 


Die Leber bzw. Niere eines Meerschweinchens, das 72 Stunden gehungert 
hat, wird aufgeschwemmt mit 0,3 proz. Glucose- und 3proz. Phosphatlésung 
von wechselnder pg und 90 Minuten bei 40°C ohne Durchliiftung belassen. 





Mg, P, O; Reduktionswert, 
: . : Bilanz als Glucose 
Pu Sofort Nach 90 Minuten wane berechnet Bilanz 
Proz Proz. Proz. mg-Proz. 


A. Leber. 


4.5 2.83 2.87 + 0.04 333 + 33 

63 285 2.63 == 0 33 354 + 54 

7.0 2.71 2.35 — 0,36 288 — 22 

8.4 251 2.45 — 0,06 333 1. 33 
B. Niere. 

4.5 _ —_ —_— 279 — 2) 


Versuch 33 (Nr. 82, Journal V). 
Die Leber eines Meerschweinchens, das 24 Stunden gehungert hat, 
wird aufgeschwemmt mit 0,1 proz. Glucose- und 3proz. Phosphatlésung 
wechselnder pq und 90 Minuten bei 40°C ohne Durchliiftung belassen. 





Mg, PO; Reduktionswert, 
- . Bilenz als Glucose 
Pu Sotort Nach 90 Minuten berechnet Bilanz 
Proz. Proz. Proz. mgeProz. 
44 3,11 2,77 — 0,34 57 — 43 
6,3 2,93 2.45 — 0,48 76 — 24 
7,0 2,84 2.51 — 0,33 95 — 5 
8,4 2.41 2.13 — 0,27 96 — 4 











112 Th. Brugsch u. H. Horsters: 


Versuch 34 (Nr. 87, Journal V). 

Die Leber bzw. Niere eines Meerschweinchens, das 48 Stunden ge- 
hungert hat, wird mit 0,3proz. a-8-Glucose- und 3proz. Phosphatlésung 
wechselnder py aufgeschwemmt und 120 Minuten bei 40°C ohne Durch- 
liiftung belassen. 








Sofort Nach 60 Minuten Nach 120 Minuten 
Pu Red. als Red. als  Redals 
dedmeRobr | SMS admsRobe | CUCO8e | Bilanz odin Rohr Glucose Bilanz 
mg»Proz. | mg-Proz. mgsProz. 
a) Leber. 
63 0,24° 300 0,14° 321 + 21 0,12° 339 + 39 
a 0,20 300 0,18 327 + 27 0,18 312 + 12 
84 0,28 300 0,20 285 — 15 0,14 375 + 75 


b) Niere (3,5°C 50 Minuten). 
4.7 0,20° 300 0,12° 307 + 7 0,04° 351 + 51 


Uberblickt man diese drei letzten Versuche gemeinsam, so laBt 
sich aus den Versuchen 33 und 34 ablesen, daB bei der py 7 bis 8,4 die 
diastatische Wirkung am gréBten ist, aus den Versuchen 32 und 33, 
daB die Glykolyse am starksten bei saurer Reaktion ist. Infolge der 
Uberdrehung durch die diastatische Zuckerausschiittung (Versuch 34) 
ist der Drehungsabfall in der Rotation der Zuckerlésung schwierig zu 
beurteilen; indessen scheint er bei saurer Reaktion keinesfalls kleiner 
zu sein als bei alkalischer. 


Zusammenfassend kénnen wir nunmehr auch fiir die Leber und Niere 
eine von der Glykolyse weitgehend unabhdingige Glykometamorphose 
behaupten, die in der Bildung eines Zuckerphosphorsdureesters besteht, 
deren Aktivator bei der Leberdas Insulin ist, wie unsere Versuche( VIII. Mit- 
teilung) bereits gezeigt hatte. Wir kinnen hypothetisch annehmen, dap 
dieser Hexosephosphorsdureester in der Leber identisch mit dem Hexose- 
phosphorsdureester der Muskulatur ist, den wir Myophosphat benannt 
haben; zugunsten dieser Annahme spricht jedenfalls die Tatsache, daB 
das Insulin sowohl die Phosphatese der Muskulatur wie der Leber aktiviert. 
T rotz des ihnlichen Zuckerzirkels in Leber, Muskel und Niere sind Unter- 
schiede quantitativer und auch qualitativer Art durchaus annehmbar. So 
miissen wir die Angreifbarkeit der a-B-Glucose durch das glykolytische 
Ferment in der Leber ohne weiteres zugeben, wenigstens nach unseren 
eigenen wie nach allen in der Literatur vorliegenden Versuchen. Der 
Sinn der Glykometamorphose besteht bei der Leber nur im Aufbau zum 
Glykogen hin. Bei der Niere diirften die Verhiltnisse einigermafen 
ahnliche sein. Bei der Muskulatur besteht dagegen nach den Meyerhof schen, 
Embdenschen u.a. Versuchen gewissermafen eine Unangreifbarkeit der 
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a-B-Glucose im Sinne einer Glykolyse. Hier mup die a-B-Glucose 
erst durch einen Umbau seitens einer Isomerase in eine angreifbare 
Form gebracht werden, die wir als y-Hexose annehmen. Da diese 
als solche aber unbestindig ist, so nehmen wir mit Pringsheim') weiter 
an, dap sie in dem Phosphorsiureester des Myophosphats stabilisiert 
wird. Von dem Phosphorsiureester kann die y-Hexose zu dem Tri- 
hexosankomplex (Glykogen) wmgebaut werden; auf diese Weise wiirde 
es ohne weiteres erklirlich sein, daB der Muskel bei der Aktion (vgl. 
Meyerhof) seine Milchséiure sowohl aus dem Glykogen wie dem 
Lactacidogen Embdens, das wir mit dem Myophosphat gleichsetzen, pro- 
duziert, wahrend er diese Fidhigkeit gegeniiber der a-B-Glucose nicht 
besitzt. Die Anwesenheit der Phosphorstiure wie des Coferments im 
Muskel, das wir mit dem Insulin identifizieren, befahigt aber jederzeit 
den Muskel zur Bildung des Myophosphats als Zwischenstufe fiir 
Glykosenaufbau einerseits und Milchstiurebildung andererseits. Den 
von uns als Glykometamorphose bezeichneten ProzeB, der gewisser- 
mapen aus zwei Akten sich vollzichen mup, niimlich den Umbau 
der Glucose (die eigentliche Isomerase) zur y-Hexose und die 
Synthese zum Phosphorsdureester, bezeichnen wir als Myophos- 
phatese. In dem Myophosphat, dem Hexosephosphorstiureester, be- 
gegnen wir der y-Hexose nach Abspaltung als d-Fructose. So 
kommen wir nach dem derzeitigen Stande unserer Kenntnisse zu 
folgendem Schema fiir den Kohlehydratzirkel in der Leber und in 
der Muskulatur, wobei wir mit Pringsheim das Glykogen als Tri- 
hexosankomplex, d. h. das Trihexosan als Vereinigung dreier 
y-Glucosen annehmen. 


I. Kohlehydratzirkel der Leber. 


Glykogen = Trihexosankomplex (Trihexosan-3 y-Glucosen ) 
Glykogenase | (2 Trihexosane = 3 Maltosen) 
Maltose 
Abbau Maltase | 
a-3-Glucose 
Glykolyse | 
Milchséure 
a-8-Glucose 
Phosphatese ; 
Coferment { y-Glucose + Phosphorsaure 


Aufbau 


= Insulin \’ 
Hexosediphosphorsaure 
Glykogenese | 
Glykogen (Trihexosankomplex) + Phosphorsaure 


1) H. Pringsheim, diese Zeitschr. 156, 109, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 175. 8 
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II. Kohlehydratzirkel der Muskulatur. 
Glykogen (= Trihexosankomplex) | 
; , ’ Abbau 
CO,—Milchséure <- Hexosediphosphorséure 

i (Myophosphat) 


a-8-Glucose 


Phosphatese : 


v 
Aufbau y-Glucose + Phosphorséure { Coferment 
{ | Insulin 


Hexosediphosphorsiure 





Glykogen (Trihexosankomplex) + Phosphorsaure 


Der Aufbau von der a-$8-Glucose zum Myophosphat erfolgt durchaus 
nicht nur oxybiotisch, sondern auch anoxybiotisch, wodurch indessen die 
Frage des Aufbaues der Milchséiure zum Glykogen auf Grund oxydativ 


gewonnener Energie in der Muskulatur nicht beriihrt wird. 








Studien iiber intermediiren Kohlehydratumsatz. 


XVII. Mitteilung: 
Myophosphat. 


Von 
Theodor Brugsech und Hans Horsters. 
(Aus der IT. medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1926.) 


In ihren Studien iiber die Chemie des Lactacidogens stellten Embden 
und Laquer') zuniachst fest, daB man aus frischen Muskelextrakten mit 
Baryt neben Phosphorsiure und neben einer bis dahin unbekannten 
Nucleinséure eine Substanz ausfiallen kann, die neben organisch ge- 
bundener Phosphorsiure einen Kohlehydratkomplex enthalt, weiterhin 
zeigten sie*) dann, da man aus Muskeln die Substanz rein darstellen 
kann, die mit der von Lebedew und Young aus Hefehexosediphosphor- 
siure gewonnenen Osazonverbindung vollkommen identisch war, 
d. h. sie ergab einen Schmelzpunkt von 148° (unkorrigiert), die elemen- 
tare Zusammensetzung war identisch mit der Osazonverbindung der 
Hefehexosediphosphorsiure, auch stimmten, sie in ihrem optischen 
Verhalten miteinander iiberein. Spater haben dann Embden und 
Margarete Zimmermann*) die Frage der Chemie des Lactacidogens 
erneut aufgenommen; sie hielten die Identifizierung der Osazonver- 
bindung aus dem Lactacidogen mit derjenigen aus Garungshexose- 
diphosphorsaure fiir noch nicht erwiesen, da das Osazon der letzteren 
mit der Abspaltung eines Phosphorséuremolekiils einhergeht und es 
von vornherein denkbar war, dab das Lactacidcgenmolekiil die Struktur 
einer Hexosemonophosphorsaure habe. ,,Auch andere Méglichkeiten 
eines Unterschieds in der chemischen Beschaffenheit beider Kérper 
lieBen sich zunichst nicht ausschlieBen. Ejiner endgiiltigen Ent- 
echeidung konnte die Frage nur durch Isolierung der ungespaltenen 


1) Embden und Laquer, Hoppe-Seyler 93, 94, 1914. 
2) Dieselben, ebendaselbst 113, 1, 1921. 
3) Embden und Margarete Zimmermann, ebendaselbst 141, 225, 1924. 


g* 
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Verbindung cder eines ihrer Salze entgegengefiihrt werden.“ Die 
Autoren arbeiteten infolgedessen eine neue biologische Methode zur 
Reindarstellung des Kérpers aus und identifizierten die Verbindung 
als neutrales Brucinsalz, das sich als identisch mit dem der Girungs- 
hexosediphosphorsaure erwies. Sie hielten hiermit den Nachweis fiir 
erbracht, daB dem Lactacidogen die Struktur einer Hexosediphosphor- 
siure zukommt, welche mit der bei der Hefegirung gebildeten Hexose- 
diphosphorsaure vollkommen identisch sei. Allerdings fiigen die 
Autoren hinzu, daB die Méglichkeit nicht ausgeschlossen sei, dab 
neben der Hexosediphosphorsiure in der Muskulatur auch Hexose- 
monophosphorsaure auftreten kénne. 

Das von Embden und Zimmermann angewandte Verfahren besteht 
kurz gesagt darin, daB nach entsprechender Vorbereitung der Tiere, die 
Muskulatur sofort verarbeitet wird, indem sie durch eine eisgekiihlte 
Fleischhackmaschine getrieben wird, dann nach Verreiben mit Quarz- 
sand in einer Buchnerschen Presse gepreBt wird, der PreBsaft in eis- 
gekiihlten MeBzylindern aufgefangen wird und mit der gleichen Menge 
einer n/2 Natriumfluorid, 0,4 Glykegen und 2proz. Natriumbicarbonat- 
lésung versetzt wird. Diese Lésung wird 4 Stunden bei 10° (unter der 
Wasserleitung) belassen, dann mit 4proz. Salzsiure und 5proz. Queck- 
silberchlorid nach Schenck gefallt und iiber Nacht stehengelassen. Das 
abgenutschte Filtrat wird durch H,S entquecksilbert und dann nach 
Clausen durch Kupfersulfat (auf 100 ccm Filtrat 10 cem 10proz. CuSQ,) 
+ Kalkmilch im UberschuB gefallt, wobei in den Niederschlag das 
Lactacidogen hineingeht. Der Niederschlag wird alsdann mit H,SO, 
in der Porzellanschale zerrieben, das ausfallende Calciumsulfat ab- 
gesaugt und mehrfach gewaschen. Die Kupfer-Kalkfallung wird wieder- 
holt, der Niederschlag mit Schwefelsiure zersetzt, das Filtrat durch 
H,8 entkupfert, das Filtrat vom Schwefelwasserstoff durch Liiften 
befreit. Das auf 11, Liter mit H,O aufgefiillte Filtrat wird alsdann 
mit hei® gesittigtem Barytwasser unter Vermeidung von Erwarmung 
versetzt, bis Kongo nur noch schwach gebliut wird und weder H,SO, 
noch Baryt im klaren Abgu®B des Zentrifugats nachweisbar sind. Das 
Filtrat wird mit 10proz. Bleizuckerlésung véllig ausgefiallt und iiber 
Nacht stehengelassen, dann der Niederschlag abgesaugt und griindlichst 
gewaschen. Der Bleizuckerniederschlag wird nunmehr mit wenig 
Wasser gut verrieben und mit H,S versetzt und schlieBlich vom H,S 
durch Liiften véllig befreit. Das Filtrat reduziert nach Embden und 
Zimmermann Fehlingsche Lisung sehr stark und gibt starke Molisch- 
reaktion. Mit diesem Filtrat wurde vermittelst konzentrierter methy]- 
alkoholischer Brucinlésung das Brucinsalz dargestellt. 

An der Tatsache, da das mittels des Embden-Laquerschen Ver- 
fahrens bzw. mittels des Embden-Zimmermannschen Verfahrens nach- 
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gewiesene Osazon bzw. Brucinsalz Verbindungen mit einer Hexose- 
diphosphorsiure bzw. Hexosemonophosphorsaure sind, ist wohl nicht 
zu zweifeln. Damit ist allerdings nicht der Beweis erbracht, daB es 
sich bei der Muskulatur um ein véllig mit dem Zymophosphat identisches 
Hexosephosphat handelt. Manche Griinde, wie z. B. das unterschied- 
liche Verhalten von Cozymase und Insulin (vgl. unsere XVI. Mit- 
teilung) sprechen sogar dagegen. Zudem stehen wir ja erst am Beginn 
unserer Kenntnis der Hexosephosphorsauren. 

Wir haben nun, um speziell die Frage zu beantworten, ob das 
Myophosphat identisch mit dem Zymophosphat ist, uns an die charak- 
teristischen optischen Eigenschaften der Zymohexosediphosphorsiure 
(ay = + 3,2) und der Robisonschen Zymohexosemonophosphorsiure 
(ap = + 25°) gehalten, indem wir der Meinung waren, daB dem Myo- 
phosphat im Falle der Identitat eine gleiche optische Aktivitaét zu- 
kommen miiBte. Fiir unsere Versuche, die wir auBerordentlich um- 
fangreich angestellt haben, waren uns naturgemaiB die Erfahrungen von 
Embden und Laquer bzw. von Embden und Zimmermann auBberordentlich 
wertvoll. 

Aus diesen Erfahrungen sei zunichst schon folgendes erwihnt: 
Embden und Laquer (1. Mitteilung) fanden bei der Verarbeitung von 
Hundemuskulatur, EnteiweiBung nach Schenck, Barytfillung, Zerlegung 
des Baryts durch H,SO, starke Linksdrehung, die beim Erhitzen in 
Rechtsdrehung iibergeht, gleichzeitig mit der Zunahme von anorgani- 
schem — PO, und mit Zunahme des Reduktionswertes der Lésung. Diese 
Linksdrehung beziehen die Autoren allem Anschein nach auf die An- 
wesenheit einer Nucleinsiure, die stark links dreht, beim Sieden mit 
verdiinnter H, SO, allmahlich rechts dreht und unter Abspaltung von 
anorganischem —PQO, ein gewisses Reduktionsvermégen aufweist. 

Was nun unsere eigene Erfahrung anlangt, so haben wir uns in 
einem Teile der Versuche genau an die Embden-Laquersche baw. Embden- 
Zimmermannsche Methode gehalten, zum Teil haben wir die letztere 
aber auch modifiziert, indem wir den Glykogen +. Natriumfluorid- 
zusatz gemieden und stattdessen durch eine 0,5proz. Glucose + Insulin- 
lésung versetzt haben, ausgehend von der Erfahrung, daB durch den 
Zusatz von Insulin zu der Muskelsuspension bei Anwesenheit von 
Glucose ein starker Drehungsabfall eintritt: 

Je 10g zerkleinerter frischer Meerschweinchenmuskel werden mit 
100 cem 0,5 a-8-Glucoselésung versetzt; zu einer Portion werden 30 Ein- 
heiten Insulin zugesetzt : 


A. Ohne Insulin: Drehung sofort (2-dm-Rohr) + 0,46, nach 40 Min. 
+ 0,44, nach 120 Min. + 0,44. 

B. Mit Insulin: Drehung sofort —- 0,44, nach 40 Min. — 0,36, nach 
120 Min. + 0,34. 
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Dieser Drehungsabfall ist nach unseren Untersuchungen auf 
die Bildung des Myophosphats zu beziehen, so daB man biologisch sich 
bei der Darstellung des Myophosphats durch Zusatz von Insulin und 
einer Zuckerlésung (bis 0,5 Proz.) die Situation durch Verminderung 
des anorganischen Phosphats verbessert. 


Verfolgt man nun bei den einzelnen Phasen des Vorgehens die 
optische Aktivitat der zerlegten Filtrate, so erhalt man, wie Embden 
und Laquer es angegeben haben, nach der Barytfallung und vorsichtiger 
Zerlegung durch H,SO, deutlich linksdrehende Lésungen, die auch 
stark reduzieren, Molischreaktion ergaben, und eine bald schwichere 
oder starkere Orcinreaktion. Man erhalt aber auch nach der Kalkfallung 
eine Lésung mit deutlicher Linksdrehung, sofern man bei der Zerlegung 
von einem Uberschu8 der H, SO, sich frei halt und die Manipulation 
des Zerlegens mit groBer Vorsicht ausiibt. Eine starkere mineralsaure 
Reaktion der Filtrate vermag bereits einen Umschlag der Drehung 
hervorzurufen, d.h. eine Spaltung herbeizufiihren, das gleiche bewirkt 
auch ein starker Uberschu8 am Alkali. Es ist uns nun an einer ganzen 
Reihe von Fillen gelungen, die Linksdrehung der Lésung nach Baryt- 
bzw. Kalk- und Bleifallung und deren Zerlegung zu erhalten, wobei wir 
schlieBlich zu Lésungen kamen mit erhaltenem Reduktionsvermégen, 
starker Molischreaktion und Abspaltbarkeit von Phosphorséure nach 
AufschlieBen mit NH, am RiickfluBkihler. Dabei ergab sich: 

l. bei der Verarbeitung von frischem Hundemuskel nach der Blei- 
fillung eine Drehung von a = —0,2° (J-dm-Rohr). Bei der Spaltung 
mit 40 Proz. NH, 2% Stunden am RiickfluBkiihler ergaben 10 ccm 0,0253 mg 
—PO,; danach 1aBt sich — berechnet auf die Formel CgH)0,(PO,H,), — 
eine spezifische Drehung von etwa —-30° berechnen. Der Kérper ist bei 
vorsichtiger Neutralisierung alkoholfallbar. 

2. bei der Verarbeitung von frischem Meerschweinchenmuskel nach 
der Zerlegung der Bleifallung eine Drehung von —0,11° (1-dm-Rohr). 
Nach der Spaltung mit 40 Proz. NH, 2 Stunden am RiickfluBkiihler ergaben 
10 ccm = 0,0095 mg PO,; berechnet auf die Formel CgH,.0,(P0,H,),, 
gibt dieser Wert eine spezifische Drehung von etwa — 40°. 

3. bei der Verarbeitung von frischem Hundemuskel nach der Zer- 
legung der Bleifillung eine Drehung von —0,06° (1l-dm-Rohr). In 10 cem 
betragt der PO,-Gehalt 0,0056mg; auf die Formel C,H,,.0,(P0O,H,), 
berechnet, ergibt dieser Wert eine spezifische Drehung von etwa — 40°. 


Wir haben in einigen Versuchen auch den Kérper alkoholisch (bei 
vorsichtiger Neutralisierung) gefaillt und seine Drehung bestimmt; es 
ergab sich als Na-Salz eine spezifische Drehung von — 20° baw. — 27°. 
Keinesfalls haben wir es aber wegen der Divergenz der optischen Be- 
funde mit einem mit dem Zymophosphat identischen Kérper zu tun. 

Dem Einwand, da8 wir es in diesen angefiihrten Fallen etwa mit 
dem Vorhandensein einer Nucleinsiure zu tun gehabt haben, kénnen 








Kohlehydratumsatz. XVII. 119 


wir einmal mit dem Hinweis auf das Fehlen (oder héchstens minimalem 
Vorhandensein) einer Orcinreaktion begegnen, sodann mit dem Hinweis, 
daB die Stickstoffreaktion in einigen Fillen véllig negativ war. Es 
ist uns aber auch nicht gelungen, mit dem in Lésung befindlichen 
Koérper trotz starkerer Konzentration zu einer Phenylhydrazinver- 
bindung mit charakteristischem Schmelzpunkt zu kommen! DaB der 
stark linksdrehende Kérper durch Mineralsdiuren in einen rechts- 
drehenden gespalten wird, haben, wie schon erwihnt, bereits Embden 
und Laquer gezeigt, auch wenn sie anscheinend diese Drehungsanderung 
auf das Konto der Nucleinsaéure, deren Existenz etwa keineswegs von 
uns bestritten wird, gesetzt haben. Man wird der Deutung der Ver- 
hiltnisse woh! am ehesten gerecht, wenn man die stark linksdrehende 
Zucker-Phosphorsaureverbindung als eine Hexosediphosphorsiure an- 
spricht, die nicht identisch mit der Zymophosphorsiure, dem Zymo- 
phosphat, ist, sondern am besten als Myophosphat bezeichnet wird oder 
Myohexosediphosphorsiure, wahrend der durch Saure oder Alkali 
abgespaltene Ester eine Monohexosephosphorsaure ist, deren Identitat 
mit der Zymohexosemonophosphorsiure von Robison erst festgestellt 
werden miBte. 

Fiir quantitative Schitzungen des Myophosphats méchten wir 
aber schon jetzt auf Grund unserer Versuche folgendes Verfahren 
empfehlen: Die Aufschwemmung frischer zerkleinerter Muskulatur in 
0,1- bis 0,5proz. Glucoselésung wird, nachdem sie klar durch Mull 
geseiht ist, mit der zehnfachen Menge Athylalkohols versetzt und 
24 Stunden stehengelassen. Der Niederschlag wird mit Alkohol dreimal 
gewaschen und in Wasser gelést. Der in Wasser geléste Riickstand 
wird mit 10proz. Bleiessiglésung gefallt (ohne UberschuB!) und dann 
vorsichtig mit H,SO, zerlegt; die Prozedur kann wiederholt werden. 
Zur quantitativen schiitzungsweisen Auswertung kann die Links- 
drehung (a, = — 40) des Filtrats zugrunde gelegt werden. ~ 














Studien iiber intermediiren Kohlehydratumsatz. 


XVIII. Mitteilung: 


Die Spaltung der Zymohexosediphosphorsiure durch die Muskulatur 
und ihr Spaltprodukt die Monohexosephosphorsiure. 


Von 


Theodor Brugseh, Melanie Cahen und Hans Horsters. 
(Aus der II. medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 5. Juni 1926.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


In unserer XI. Mitteilung -haben wir den Nachweis erbracht, daB 
Hexosediphospborsaure, die bei der Garung entsteht, durch Leber und 
Muskel in eine Monohexosephosphorsiiture bzw. in d-Fructose und 
Phosphorséure gespalten wird. Die Fahigkeit zur Spaltung (Phospha- 
tase) besitzt nicht nur der frische Muskel, sondern auch der durch 
Alkohol gehirtete Muskel. Die bei dieser Spaltung entstehende Mono- 
phosphorsiure hielten wir nach einer einmaligen Analyse auf ihren 
Drehungswert und unter Zugrundelegung ihres Phosphorsauregehalts 
nicht fiir identisch mit der von Neuberg durch Saiurehydrolyse aus dem 
Diphosphat erhaltenen Hexosemonophosphorsiure und mit der von 
Robison ‘bei der Hefegirung festgestellten Hexosemonophosphorsiure. 
Wir haben nun diese Frage weiter verfolgt und uns eingehend mit der 
Natur dieses Kérpers beschaftigt. Zu diesem Behufe wurden wieder 
Spaltungsversuche mit Trockenmuskel vom Hunde bzw. Kaninchen 
und Meerschweinchen angestellt, wie sie schon in der XI. Mitteilung 
durchgefiihrt worden waren. 


Versuch 19 (Journal V). 


3g hexosediphosphorsaures Ca und 20g Trockenmuskel vom 
Kaninchen werden in 300 cem H,O bei 40°C unter Toluolzusatz belassen. 


Drehungswinkel sofort im l-dm-Rohr ........ + 0,02° 
ai nach 30 Minuten im Il-dm-Rohr. .. + 0,10 

ae 60 Se st * > . .. +0,14 

90 ee a ae op -. « 7 ae 


120 99 ip 3 Ge 99 os J ie 
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Nach 2 Stunden wird die Aufschwemmung abfiltriert, die Lésung 
auf 70° erhitzt, der gebildete Niederschlag abfiltriert, dann die Prozedur 
dreimal wiederholt, schlieBlich die Lésung auf 15°C abgekiihit, CO, 
eingeleitet, wiederum klar filtriert in ] Liter Methylalkohol ; der Nieder- 
schlag nach 24stiindigem Stehen abfiltriert, mit Alkohol und Ather 
gewaschen und getrocknet. Der getrocknete Niederschlag dreht in 
lproz. Lésung + 0,20 (1-dm-Rohr) ap = + 20°. Die Phosphor- 
siurebestimmung ergibt in 5cem der lproz. Lésung = 16mg, was 
der Formel C,H,,0;P0,Ca entspricht. Schmelzpunkt der Pheny]l- 
hydrazinverbindung des Osazons = 151° (die Kristalle briunen sich 
bei 136°, sintern bei 140° und schmelzen bei 151°). Durch Umkristalli- 
sieren aus Alkohol und Wasser wird ein Osazon erhalten, das bei 136° C 
schmilzt. 

Bei einem zweiten analogen Versuch gelang es uns, sofort ein 
Osazon zu gewinnen, das bei 135 bis 136° C schmolz. 


Versuch 10 (Journal V). 


3g hexosediphosphorsaures Na, ferner 30g Trockenmuskel vom Hunde, 
werden mit 300 ccm H,O versetzt und bei 40° C unter Toluolzusatz belassen. 


Drehung nach 30 Minuten im l-dm-Rohr ...... 0,02° 
an asi ae os “a * i ee 
90 1- se a a eo a 


ry ‘ . ” 


Nunmehr wird filtriert und das Filtrat mit Bariumhydroxyd gefallt, 
sofort CO, eingeleitet, wieder filtriert, dann auf 70° erhitzt und das heiBe 
Filtrat zu der achtfachen Menge Alkohol einlaufen gelassen, der Niederschlag 
wird nach 24 Stunden abfiltriert, getrocknet, in Wasser aufgenommen und 
mehrmals auf 70°C erhitzt, filtriert, in 1 Liter Alkohol einlaufen gelassen, 
nach 24 Stunden filtriert, im Vakuum getrocknet. 

0,08g in 10 cem H, O gelést, ergeben eine Drehung von + 0,14, ap = 17°. 

PO,-Gehalt in einer 0,416proz. Lésung = 0,101 Proz., was auf die 
Formel C,H,,0,;P0,Ba stimmt. 

Aus anderen Versuchen gleicher Art dargestelltes monohexose- 
phosphorsaures Ba haben wir nach Lésung in Wasser durch H,SO, 
zersetzt und die Drehung der reinen Saure bestimmt; sie ergab einen 
Wert von ap = 23 bis 25°. Danach hegen wir nicht den geringsten Zweifel, 
daB wir es hier mit einer stark rechtsdrehenden Monohexose phosphorsdure 
zu tun haben, die identisch ist mit der Hexosemonophosphorsdure Robisons 
aus der Hefe. Der Drehungswinkel von 8,3°, den wir in unserer XI. Mit- 
teilung gefunden haben, bezieht sich, wie die weitere Analyse des Kérpers 
zeigte, nicht auf die reine Hexosemonophosphorsaure bzw. deren Salze, 
sondern er entsprach einem Gemisch beider. Wir kénnen nun ganz al!- 
gemein aus unseren Versuchen, die wir in groBer Reihe angestellt haben, 











122 Th. Brugsch, M. Cahen u. H. Horsters: 


schlieBen, daB sowohl beim Trockenmuskel wie beim frischen Muskel, 
desgleichen bei der Trockenleber wie frischer Leber der Abbau der 
Hexosediphosphorséure oder des Zymophosphats iiber die Hexose- 
monophosphorsiure liuft. Die Trennung der Hexosediphosphorsaure 
von der Hexosemonophosphorsaure ist dadurch erméglicht, daB die 
hexosediphosphorsauren Ba- bzw. Ca-Salze bei einer Temperatur von 
70° aufwiarts schwer wasserléslich sind, die Salze dagegen der Mono- 
hexosephosphorsiure leichter léslich. Die Trennungsversuche durch 
Erhitzen und Abfiltrieren miissen dabei so lange wiederholt werden, 
bis die Hexosemonophosphorsaure rein zuriickbleibt. 


Es war nunmehr die Frage zu erértern, wie der Abbau der Mono- 
hexosephosphorsaure erfolgt. Aus dem Ergebnis der Versuche unserer 
XI. Mitteilung hatten wir die Annahme gemacht, daB der Trocken- 
muskel die Hexosemonophosphorsaure nicht weiter zu spalten vermag ; 
nachdem uns aber die Reindarstellung der Hexosemonophosphorsaure 
gelungen war, konnten wir Versuche mit Trockenmuskel und Hexose- 
monophosphorsaure anstellen. 


Versuch 14 (Journal V). 


15cem einer 0,25proz. hexosemonophosphorsauren Ba-Lésung werden 
mit 1g Trockenmuskel (Hund) bei 40°C belassen. 


Drehung im 2-dm-Rohr sofort ........... + 0,09 
- ~~ ae nach 20 Minuten ...... 0,06 
” oo 2- ‘49 0 © ap “tO! Pe 0,08 


Es 14B8t sich in der Lésung Fruchtzucker nachweisen; Seliwano/f/sche 
Reaktion stark. 
Versuch 130 (Journal IV). 
18 ccm einer etwa 0,3 proz. hexosemonophosphorsauren Mg-Lésung mit 
lg Trockenmuskel vom Hunde bei 40°C. 
Drehung im 2-dm-Rohr sofort ........... +0,14 
2- “a TE eer ae ee 0,2 


” o 

Ks 14Bt sich in der Lésung Fruchtzucker nachweisen; Seliwano//sche 
Probe sehr. stark, 

Es ist schon nach diesen beiden Versuchen keine Frage mehr, daB 
auch die Trockenmuskulatur eine Phosphatase besitzt, die die Mono- 
phosphorsiure in d-Fructose und Phosphorsiure aufspaltet. In 
diesem Sinne sind die beiden nunmehr folgenden Versuche beweisend, 
die uns zeigen, wie die Trockenmuskulatur eine sehr wirksame Phospha- 
tase besitzt, die stufenweise die Hexosediphosphorsiiure in Hexose- 
monophosphorsiure spaltet und diese wiederum in d-Fructose und 
Phosphorsiure. 
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Ve rsuch 166 (Journal IV). 


2g hexosediphosphorsaures Na, gelést in 200ccm Wasser + l0g 
Trockenmuskel (Kaninchen), bei 40° (Toluolzusatz). 


@ (2-dm-Rohr). ......e...-. = +890,08 
emeoh 23 Stunde....+-s 0,1 
a 3 a en a ee + O01 
a 99 4 99 — a a a. a OL0S 
ee 24 na “7S @ woe et 0,32 


In der Lésung konnte neben d-Fructose Hexosemonophosphorsaure 
und Hexosediphosphorséure nachgewiesen werden. 


Versuch 155 (Journal IV). 


2g hexosediphosphorsaures Na, 200 cem, 15 g Trockenmuskel (Hund) 


bei 49°. 
Drehung sofort im 2-dm-Rohr ..... - 0,07 bis 0,08 
ae nach 2 Stunden im 2-dm-Kolir . 0,28 
- ae - ae ‘ ‘ 0,36 


Auch hier war der Nachweis von Hexosediphosphorsaure, Hexose- 
monophosphorséure und d-Fructose méglich, 

Auf Grund unserer letzten Ergebnisse diirfen wir nunmehr den 
Abbau der Zymohexosediphosphorséure durch die Muskvlatur folgender- 
maBen festlegen: 


Zymo-Hexosediphosphorsaure 


Phosphatase—Z ym o-Hexosemonophosphorsaéure und —-P O, 
d-Fructose und — PQ, 


Da, wie wir gezeigt haben, das Zymophosphat nicht mit dem 
Myophosphat identisch ist, so ist fir den Kohlehydratstoffwechsel des 
tierischen Organismus das Zymophosphat sowohl! fiir Leber wie Musku- 
latur nur nach dem Gesichtspunkt der d-Fructose und Phosphorsaure 
zu bewerten, weil sowohl Leber wie Muskeln durch ihre Phosphatasen 
eine schnelle Aufspaliung in diese vornehmen. Wir fiihren hier noch 
einen Versuch an, der zeigt, daB in der Tat der frische Muskel keine 
gesteigerte Milchséurespaltung aus dem Zymophosphat vornimmt. 


Versuch 160 (Journal IV). 
I. 100cem 0,5proz. a-f-Glucose + 2proz. Phosphatlésung py 7 
+ 10g frischer, zerkleinerter Meerschweinchenmuskel bei 40° C 
Milchséure nach 2 Stunden 51,8 mg-Proz. 


II. 100cem H,O + 10g frischer, zerkleinerter Meerschweinchen- 
muskel bei 49°C. Milchséure nach 2 Stunden 45,0 mg-Proz. 
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IIf. 100 cem Lproz. Zymophosphatlésung + 10g frischer, zerkleinerter 
Meerschweinchenmuskel bei 40°C. Milchséiure nach 2 Stunden 
43,0 mg-Proz. 


Wir haben uns schlieBlich noch der Frage des p,-Optimums der 
Phosphatasewirkung zugewandt, einer Frage, der bereits Demuth nach- 
gegangen ist. Nach Demuth!) liegt das H-Optimum fiir die Phosphatase 
bei py = 7,4. 


Wir haben die Optima bei der Zerlegung des Zymomono- 
phosphats und des Zymodiphosphats unter Phosphatpufferung durch 
Feststellung des Drehungswertes ermittelt mit folgendem Ergebnis. 


Versuch 17 (Journal V). 


0,76proz. Lésung von Ca-Hexosemonophosphat (a4 im 2-dm-Rohr 
= + 0,24) + 3Proz. Phosphat wechselnder », + Trockenmuskel vom 
Hunde bei 40° C. 


10 cem + 0,5 g Trockenmuskel bei 40° C. 


Py 8.4 nach 1 Stunde a(2-dm-Rohr) = — 0,08 
Py 7,0, l rv a (2- - )= + 0,06 
Py 6.3 4, 1 os a (2- %9 )= + 0,12 
Pyt.7 ,, 1 am a (2- = ) + 0,14 


Die starkste Spaltung liegt bei der Zymophosphatase hei py 8,4, also 
im alkalischen Medium. 
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Abb. 1. 


1) Fritz Demuth, diese Zeitschr. 159, 415, 1925. 
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Versuch 20 (Journal V). 
lproz. Lésung von zymohexosediphosphorsaurem, Ca (a im 2-dm-Rohr 
= + 0,04) + 3Proz. Phosphat wechselnder p, + Trockenmuskel vom 
Meerschwein. 


10 cem + 0,5 g Trockenmuskel bei 40° C, 
Py 8.4 nach *, Stunden a (2-dm-Rohr) = 0,18 
Pu 7.0 . 3 { . a (2- ’ ) 0,06 
ee. % ee er) 0,04 
Tu 4,7 3 ” a (2- ’” ) 0,02 


Es zeigt sich auch fiir die Zymodiphosphatase das Maximum der Spaltung 
im alkalischen Medium (siehe auch Abbildung). 


-9,20 





a lim 2adm-Rohr) 

















Abb. 2. 


Versuch 26 (Journal V). 


woz. zymohexosediphosphorsaure Na-Lésung mit 3 Proz. Phosphe 
l ’ } lipl horsaure Na-I g mit 3P PI hat 
wechselnder py. Zusatz von Trockenmuskel vom Hunde (a der Zymo- 
phosphatlésung im 2-dm-Rohr = + 0,07 bis 0,08). 


10 ccm + 0,5g Trockenmuskel bei 40° C, 


Py 8.4 nach 34 Stunden a (2-dm-Rohr) = 0,16 
eS Se Se Oe a 0,08 
Py 6.3 4, 6% o” a (2- *” ) 0,02 ‘ 
Pa t.7 » W% o” a (2- om ) 0,04 


Es zeigt sich das Maximum der Phosphatasewirkung ebenfalls im 
alkalischen Medium. 


Wir diirfen aus der Koinzidenz der Optima fiir die Zymomono- 
phosphatase und die Zymodiphosphatase den SchluB auf Identitat 
beider Phosphatasen ziehen. 


Zusammenfassung, 


Die Hexos*diphosphorsiure (=: d-Fructosediphosphorsiure) der 
Hefegirung, auch Zymophosphat oder Zymodiphosphat im engeren 
Sinne benannt, wird durch eine Phosphatase der Leber und Muskulatur 
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des Warmbliiters zunichst in Hexosemonophosphorsiure (= Zymo- 
monophosphat) und Phosphorsiure und dann in d-Fructose und 
Phosphorsaure gespalten. 

Die Hexosemonophosphorsiure ist identisch mit der von Robison 
bei der Hefegirung gefundenen (a, = 25°). Die Optima der Phospha- 
tasewirkung der Zymodiphosphatase und Zymomonophosphatase 


werden als identisch erklart. 

Da Zymophosphat nicht als identisch mit Myophosphat an- 
genommen wird (vgl. XVI. und XVII. Mitteilung), ist es verstandlich, 
da®B das Zymophosphat im tierischen Warmbliiterorganismus nur dem 
Abbau unterliegt. 











Studien iiber intermediiren Kohlehydratumsatz. 


XIX. Mitteilung: 


Zum Mechanismus der Insulinwirkung. 


Von 
Theodor Brugsech und Hans Horsters. 


(Aus der IL. medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1926.) 


Sowohl wir!) als Virtanen®) haben etwa gleichzeitig die Insulin- 
wirkung als Aktivierung einer Phosphatese auf Grund experimenteller 
Feststellung behauptet. Nun sieht Virtanen in unserem Satze, den wir 
in einer spateren Mitteilung schrieben: ,, Virtanen kommt daher seiner 
seits zu dem gleichen SchluB, den wir mit Evidenz aus unserer achten 
Mitteilung gezogen hatten, da®B das Insulin den Zuckerabbau im 
Organismus férdert, indem es die Zymophosphatbildung aktiviert“, 
einen Grund zum Widerspruch’), da nach seiner Meinung die Zymo- 
phosphatbildung als Vorstufe der Milchsiurebildung diene, also der 
Vorgang folgendermaBen verlaufe: Hexose—Zymediphosphat — Milch- 
siure—Glykogen, wahrend nach unserer Meinung der ProzeB verlaufe: 
Hexose— Milchsiiture—Zymodiphosphat—Glykegen. Dazu haben wir 
folgendes zu bemerken. Es kommt bei der Beurteilung des Insulins 
und damit fiir die Beurteilung des Diabetes mellitus auf das Wesentliche 
an: Das Wesentliche liegt darin, daB in der Tat die Zuckerverwertung 
durch die Aktivierung der Phosphatese bewirkt wird und damit die 
Glykogensynthese. Die Frage des ,,Wie“ ist zurzeit eine hypothetische. 
Wie aus dem rechtsdrehenden Zucker der linksdrehende Hexosephosphat - 
zucker entsteht, hatten wir in unserer erst erschienenen Mitteilung 
(Marz 1925, Klin. Wochenschr. 4, Nr. 4) mit folgenden Worten aus- 


~ 


1) Brugsch und Horsters, diese Zeitschr. 155, 459, 192: 
bei der Redaktion am 9. Januar 1925); ferner ,,Das Insulinproblem“, 
Klin. Wochenschr. 4, Nr. 10, 1925 (erschienen Marz 1925). 

2) Virtanen, Ber. 58, Heft 4, 8. 135 (eingegangen bei der Redaktion 
am 17. Februar 1925). 

3) Derselbe, diese Zeitschr. 171, 76, 1926. 


» (eingegangen 
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gedriickt. ,,Der Sinn der Phosphorylierung zur d-Fructosediphosphor. 
siure ist der, daB aus einem rechtsdrehenden Zucker, der Glucose, 
durch Aufspaltung in Milchsiiure und Bindung an die Phosphorsiure 
ein linksdrehender, d. h. sterisch verinderter Zucker wird, der fiir den 
Organismus erst verwertbar wird.“ Das ist eine Vorstellung, die immer- 
hin méglich war, auch wenn sie durch unsere neueren Ergebnisse nicht 
mehr nétig wird. Die Vorstellung Virtanens aber, da die Milchsaure- 
bildung von der Bildung des Zuckerphosphats abhingt, ist in dieser 
allgemeinen Fassung fiir den Warmbliiterorganismus sicher nicht 
richtig. Es la®t sich am pankreasdiabetischen Hunde und Menschen, 
die man doch insulinarm nennen muB, ganz leicht zeigen, daB die 
Stérung nicht an der Milchsaurebildung liegt, die nach dem Virtanen 
schen Schema unbedingt gefolgert werden miiBte, weil intravends 
injizierte Milchsiure (10 bis 20g!) quantitativ ohne jeden Verlust als 
a-B-Glucose ausgeschieden wird!) Der Kérper (und unserer Meinung 
ist es hier die Leber) vermag, genau umgekehrt wie aus der Glucose 
(in der Leber) die Milchsiurebildung geschieht, diese quantitativ ohne 
Verlust wieder in a-$-Glucose iiberzufiihren. Das allein wiirde fiir die 
Leber schon zu der Aufstellung des Schemas berechtigen. 


a-3-Glucose @ Milchsaure 


Hexosediphosphat 
Glykogen. 


Aber ganz abgesehen von den Einwinden Virtanens haben wir 
selbst bereits auf Grund unserer neueren Ergebnisse (s. dieses Heft) 
schon vor der letzten Mitteilung Virtanens in dieser Zeitschrift?) 
unsere jetzige Auffassung von der Glykogensynthese folgendermaBen 
schematisiert %) : 

CO, a-8-Glucose —» y-Glucose + 2(H, P O,) 





Phosphatese : Coferment 
Milchsaure = Insulin 


‘ 
ite (= Trihexosan- 


komplex), Trihexosan 
= 3 »-Glucosen. 


Auch dieses Schema ist ein allgemeines grobes, doch auch nur 
vorlaufiges, wobei die einzelnen Organe des Warmbliiterorganismus 


1) Die Arbeit erscheint in einer unserer nachsten Mitteilungen. 

2) Eingegangen bei der Redaktion am 15. Februar 1926. 

3) Brugsch und Horsters, Glykolyse, Insulin, Coferment. Med. Klin., 
Jahrg. 1926, Nr. 3 (erschienen Januar, vorgetragen am 16. Dezember 1925 
in der Berl. med. Ges.). 
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recht verschieden sich im Kohlehydratstoffwechsel verhalten: So 
vermag die Leber ohne weiteres a-f-Glucose in Milchsiure zu ver- 
wandeln, der Muskel bewirkt die Milchsiurebildung anscheinend nur 
aus y-Hexosen. Den Umbau der a-$-Glucose in eine y-Glucose, die 
nicht stabil ist, kann man sich durch eine Isomerase vorstellen, die 
den ersten Akt der Veresterung einleitet. Das Wesentliche erscheint 
uns aber gegeniiber Virtanen die Tatsache zu sein, daB wir zuerst die 
Aktivierung der Phosphatese durch Insulin aus unseren experimentellen 
Arbeiten erschlossen haben, daB8 wir weiter fiir die Nichtidentitat des 
Zymophosphats mit dem Myophosphat eingetreten sind und da wir 
die Insulinwirkung nicht aus einer Oxydationssteigerung der Glucose- 
verbrennung noch aus einer verringerten Glykolyse erklaren. Die 
Insulinwirkung liegt in ihrem Schwerpunkt in der Verinderung der 
Glucose zum Hexosephosphat (und damit zum Glykogen hin), und 
in diesem Punkte decken sich doch wohl unsere Auffassungen mit 
denen von Virtanen. DaB sich die biochemischen Vorstellungen der 
Garchemie nicht vdéllig auf die Physiologie des Warmbliiters iiber- 
tragen lassen und umgekehrt, ist doch ohne weiteres begreifbar. 


Biochemische Zeitschrift Band 175. y 














Studien iiber intermediiren Kohlehydratumsatz. 


XX. Mitteilung: 


Der Wasserstoffexponent p;, des Vollblutes nach Insulininjektion 
beim Kaninchen. 


Von 
Theodor Brugseh und Hans Horsters. 
(Aus der II. medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1926.) 


Im Beginn unserer Studien tiber intermediairen Kohlehydrat- 
umsatz und Insulin?) hatte uns die Ahnlichkeit zwischen hypoglykami- 
schen Zustinden und den Erscheinungen bei Saurevergiftungen dazu 
gefiihrt, die Anderung der Wasserstoffionenkonzentration des Serums 
und des Voliblutes beim Ablauf der Insulinreaktion einer Priifung zu 
unterziehen. Die Messungen wurden damals zusammen mit A. Benatt 
im Serum bei durchstrémendem Wasserstoff und im Vollblut mit der 
stehenden Gasblase in der U-EJektrode vorgenommen. Die erhaltenen 
Zahlen hatten wir durch die Bestimmung der Titrationsaciditat bzw. 
der Alkalireserve nach Rohonyi®) erginzt. Dabei waren wir uns bewuBt, 
daB, obwoh! Titrationsmethoden als solche fiir eine auch nur naherungs- 
weise giiltige Bestimmung von Wasserstoffzahlen nicht angangig sind, 
derartige Messungen fiir die Bestimmung des Vorrats an Puffersub- 
stanzen im Serum immerhin eine Ubersicht gestatten. Die aktuelle 
Aciditét im Vollblut hatten wir in einer Versuchsreihe mittels der 
Methode der stehenden Gasblase in der U-Elektrode gemessen. Im 
Verlauf unserer Untersuchungen trat aber immer mehr das Bediirfnis 
zutage, mit Hilfe der letzteren Methodik, die im Hinblick auf unsere 
Versuchsrichtung sich als die Methode der Wahl herausstellte, iiber die 
Anderung der aktuellen Aciditait des Vollblutes nach Insulininjektion 
ein einheitliches Bild zu gewinnen. Denn trotz einer Reihe von Arbeiten, 
die auf diesem Gebiet ausgefiihrt wurden, ist die Bedeutung der Insulin- 
wirkung fiir die aktuelle Aciditaét des Blutes nach wie vor strittig. 


1) Diese Zeitschr. 147, 117, 1924. 
2) Miinch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 51 
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Collip'), Major®), Wohigemuth und Koga*), Davies*), Killian®) ge- 
langten zu teilweise entgegengesetzten Ansichten. Page*) versucht, 
vielleicht nicht mit Unrecht, die verschieden gearteten Befunde auf 
die Art der Ernaihrung der Versuchstiere zuriickzufiihren. In letzter 
Zeit haben Wernicke, Savino, Deulofeu und Scotti’) sich mit der Insulin- 
wirkung auf Alkalireserve und py beim Pferde eingehend befaBt. Sie 
finden eine sehr schwache Verminderung der elektrometrisch gemessenen 
Wasserstoffionenkonzentration, sowie eine gleichfalls geringe Ab- 
nahme der Alkalireserve mit der van Slykeschen Methodik. 

In unseren vorliegenden Versuchen haben wir uns auf eine méglichst 
sorgfaltige Untersuchung der aktuellen Aciditaét des Vollblutes beim 
Kaninchen beschrinkt. Die Tiere erhielten einige Zeit vor Versuchs- 
beginn eine vorwiegend basische Diiat, bestehend aus Heu und Mohr- 
riiben mit wenig Hafer. Von den nahezu gleich schweren Tieren wurde 
ein Teil vor Beginn der eigentlichen Versuche meist 24 Stunden ohne 
Nahrung gelassen. Das fiir die Messungen bestimmte Blut entnahmen 
wir in einigen Fallen aus der freigelegten Vena jugularis, in anderen 
Fallen aus der Ohrvene mittels einer paraffinierten Rekordspritze, und 
zwar unter Vermeidung jeglicher Beriihrung mit der atmbosphiarischen 
Luft. Bei einiger Ubung gelingt es leicht, auch aus den Randvenen des 
Kaninchenohres das Blut ohne Entbindung von CO, zu entnehmen. 
In allen Fallen wurde die Gerinnung durch Zusatz von reinstem Natrium- 
oxalat verhindert. Die weitere Aufbewahrung des Blutes erfolgte unter 
gereinigtem Paraffin, das nach unseren Voruntersuchungen siurefrei 
war. Aus einer gréBeren Reihe von Versuchen fiihren wir folgende an. 


A. Versuche an Hungertieren. 
Versuch 3 vom 18. Februar 1926. 
Kaninchen 92, Gewicht 1,8kg. 24-Stunden-Hungertier. Blutentnahme 
aus der Vena jugularis. Das Tier war wahrend der Versuchsdauer auf- 
gebunden und stark erregt. Zimmertemperatur 22°, 





Blutzuckerwerte Py bei 22° Py korr. 
Vorher 0,151—0,150 7,46 7,26 +. 0,05 
9b15’ . 20 E. Insulin , Welcome“ 
10 15 0,101—0,102 7,46 7,26 +. 0,05 
11 10 0,079 7,38 7,18 + 0,05 
11 40 | 0,172 7,21 7,01 +- 0,05 
12 10 0,178 7,38 7,18 + 0,05 


Keine hypoglykamischen Erscheinungen. 
1) Journ. of biol. Chem. 55, 38, 1923. 
2) Journ. Amer. med. Ass. 1, 337, 1923. 
3) Klin. Wochenschr. 1, 386, 1923. 
*) Brit. med. Journ. 1, 847, 1923. 
5) Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 21, 22, 1923. 
*) Amer. Journ. Physiol. 66, 1, 1923. 
7) C. r. soc. biol. 92, 896, 1925. 
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Versuch 6 vom 11, Mdrz 1926. 


Kaninchen 87, Gewicht 2,0kg. 40-Stunden-Hungertier. Blutentnahme 
aus der Ohrvene. Das Tier liuft wahrend des Versuchs frei umher. Zimmer- 
temperatur 18°, 








Blutzuckerwerte Py bei 18° Py korr. 
Vorher 0,070—0,069 7,48 7,28 + 0,05 
9b20’ 20E. Insulin ,Schering* 
10 20 0,069—0,065 _ -_ 
ll 45 0,035—0,032 - _ 
12 10 0.060—0,056 *) 7,22—7,20 | 7,01 + 0,05 


*) Hypoglykamische Krimpfe. 


Versuch 7 vom 19. Mdrz 1926. 


Kaninchen 88, Gewicht 3kg. 24-Stunden-Hungertier. Blutentnahme aus 
der Ohrvene. Tier lauft frei umher. Zimmertemperatur 18°. 








Blutzuckerwerte Py bei 180 | Py korr. “ 
Vorher 0,092—0,096 7,48—7,48 | 7,28 + 0,05 
9b20’' 20£E, Insulin ,Schering“ 
10 20 0,065—0,063 —_ ome 
11 20 | 0,037—0,038 *) | 7,28—7,27 | 7,07 + 0,05 
*) Starke Krampfe. 





Versuch 8 vom 23. Mdrz 1926. 


Kaninchen 76, Gewicht 2,6kg. 17-Stunden-Hungertier. Blutentnahme 
aus der Ohrvene. Tier lauft frei umher wahrend des Versuchs. Zimmer- 
temperatur 17°. 








Blutzuckerwerte Py bei 17° Py korr. 
Vorher 0,128—0,131 7,44—7,45 7,24 + 0,05 
9h25’ 10 E. Insulin ,Schering* 
10 15 0,024 _— _ 
10 45 0,037—0,030 *) 7,47—7,46 | 7,26 + 0,05 


*) Beginnende Krampfe. 


Versuch 9 vom 27. Mdrz 1926. 


Kaninchen 85, Gewicht 2,3kg. 20-Stunden-Hungertier. Blutentnahme 
aus der Ohrvene. Tier lauft frei umher. Zimmertemperatur 20°. 











Blutzuckerwerte Py bei 20° Py korr. 
Vorher 0,091—0,098 7,49—7,47 7,28 + 0,05 
9b20’ | 5E. Insulin ,Schering* 
10 00 | 0,057—0,060 — _ 
10 30 0,060—0,059 *) 7,56 7,36 + 0,05 
11 30 0,093—0,089 7,49—7,51 7,30 + 0,05 


*) Kein hypoglykiamischer Komplex. 
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Versuch 10 vom 31. Mdrz 1926. 


Kaninchen 74, Gewicht 1,95kg. 24-Stunden-Hungertier. Blutentnahme 
aus der Ohrvene. Tier liuft frei umher. Zimmertemperatur 20°. 








Blutzuckerwerte Py bei 20° Py korr. 
Vorher 0,096—0,097 7,44—7,.47 | 7,24+ 0,05 
9h00' 5 E. Insulin ,Schering“ 
9 30 0,031—0,034 — -- 
10 15 0,027—0,027 *) 6,92—6,85 | 6,69 + 0,05 


*) Das Tier hat einen starken hypoglykamischen Komplex. 


B. Versuche an normal genihrten Tieren. 


Versuch 4 vom 8. Marz 1926. 
Kaninchen 83, Gewicht 1,90 kg, normal genihrt ohne Hunger. Blutentnahme 
aus der Vena jugularis. Das Tier war waihrend des Versuchs aufgebunden. 
Zimmertemperatur 19°, 





Blutzuckerwerte Py bei 19° Py korr. 
Vorher 0,160—0,161 7,48—7,50 7,29 + 0,05 
9b35’' =. 25 E. Insulin Schering“ 
10 30 0,145—0,141 — —_ 
11 15 0,080—0,076 —_ —_— 
: 12 25 0,109—0,115 744—7,47 7,25 + 0,05 
4 Kein Komplex wihrend des Versuchs. 


Versuch 5 vom 11. Mdrz 1926. 
Kaninchen 109, Gewicht 2,1 kg, normal gendhrt, kein Hunger.  Blut- 
~ £ 
entnahme aus der Vena jugularis. Das Tier war waihrend des Versuchs auf- 
gebunden. Zimmertemperatur 19°. 





Blutzuckerwerte Py bei 19° Py korr 
Vorher 0,190—0,198 744—7,47 7,25 + 0,05 
10b30' =620 E. Insulin Schering“ 
11 30 0,134—0,123 7,52—7,51 7,32 + 0,05 
20 E. Insulin Schering“ 
12 15 0,101—0,095 — — 
1 20 0,144—0,138 747—7,47 7,27 + 0,05 


Keine hypoglykamischen Erscheinungen. 


Unsere Versuchsergebnisse lassen erkennen, da man bei der 
Beurteilung von py-Verschiebungen im Vollblut unter Einwirkung von 
Insulin zunichst zwischen gut gefiitterten und zwischen Hungertieren 
zu unterscheiden hat. Mit groBer Wahrscheinlichkeit bietet ein Vorrat 
an Glykogen im Organismus eine gewisse Gewiahr fiir die Aufrecht- 
erhaltung der aktuellen Aciditat im Vollblut nach intravenéser Zufuhr 
auch gréBerer Dosen von Insulin. In Versuch 5 ist es uns beispiels- 
weise nicht gelungen, selbst nach Injektion von 40 Einheiten eines 
stark wirksamen Insulins beim gut gefiitterten Tiere Veranderungen 
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im py des Vollblutes hervorzurufen. Parallel damit geht die im Ver- 
haltnis geringe Depression des Blutzuckers. Ein Ahnliches kann aus 
Versuch 4 entnommen werden. Uber die Zusammenbinge zwischen 
Glykogenvorrat, Puffervorrat und Séuerungsvorgiinge im _ Bhute 
méchten wir uns vorerst nicht adubern. 

Aber auch aus den Versuchen an Hungertieren lassen sich einwand- 
freie Ergebnisse im Sinne einer sicher auftretenden p,-Verschiebung 
im Vollblut nach der sauren Seite durch Insulin nicht entnehmen. In 
Versuch 8 z. B. sind trotz starker Senkung des Blutzuckerspiegels bis 
auf 0,024 mg-Proz. Verschiebungen in der aktuellen Aciditat des Blutes 
nicht meBbar geworden. Versuch 9 zeigt gleiche Ergebnisse. Nur in 
den Fillen, bei denen die Insulininjektion auch nach kleinen Dosen 
zu ausgesprochenen Krimpfen fiihrte, finden wir eine Verschiebung 
der py vom normalen Werte nach der sauren Seite um etwa 0,2. 

So ruft die Wirkung des Insulins nach intravenéser Einverleibung 
im Vollblut des hungernden Kaninchens meist ein durch Verinderung 
des Stoffwechsels bedingtes Auftreten von Siuren hervor, deren 
Neutralisation vom Blute nicht ohne VergréBerung der aktuellen 
Aciditat méglich ist. Ob diese Siuerung einzig als Folge der danieder- 
liegenden Atmung und der damit zusammenhangenden CO,-Uber- 
ladung des Organismus anzusehen ist, muB bei dem offenbaren Zu- 
sammenbang zwischen der Zunahme der aktuellen Aciditat und dem 
Auftreten der hypoglykiimischen Krimpfe dahingestellt bleiben. 
Zwischen der Senkung des Blutzuckers und der py-Verschiebung aber 
scheinen ursichliche Zusammerhinge nicht zu bestehen. 


Die elektrometrischen Messungen sind im Ronaschen Institut der 
Charité vorgenommen worden. Den Herren Prof. Rona, Dr. Mislowitzer 
sowie Fraulein von Riese sagen wir auch an dieser Stelle Dank fiir maB- 
gebenden Rat und bereitwilligste Unterstiitzung bei der Durchfiihrung 
dieser Arbeit. 

















Wirkung von Ammonsalzen auf die Hefegirung. LV. 


Von 


Heinrich Zeller. 
(Aus der medizinischen Universitétsklinik zu Kénigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1926.) 


Bekanntlich kénnen die Hefezellen Ammonsalze zu ihrem Aufbau 
verwenden, doch bediirfen sie zu einem guten Gedeihen eines Zusatzes 
von Bierwiirze oder Hefewasser. 

Zum Verstandnis der Ammonwirkung auf die Hefe muB rioch die Stick- 
stoffausscheidung beriicksichtigt werden, die eintritt, sobald die Hefe in 
Wasser kommt. Schon Thénard hat diese Tatsache festgestellt. Nach 
Mayer ist dieser N als Garungsexkrement zu betrachten, nach Rubner als 
Abnutzungsquote. 

Die folgenden Versuche sind mit einer gréBeren Anzahl von ver- 
schiedenen Ammonsalzen ausgefiihrt worden; die Anordnung war 
dieselbe wie bei friiheren Versuchen. Falls fiir PreBhefe Bierhefe ver- 
wandt wurde, ist es vermerkt. Eine Vermehrung der Zellen hat bei 
den kurzdauernden Versuchen nicht stattgefunden. Die Salze wurden 
auf ihren Ammongehait gepriift. 


Versuch mit Ammoniumchlorid. 
65 g Hefe, 250 ¢ Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 0,5 g¢ Ammoniumchlorid, Flasche 3 erhalt 1,0 g, Flasche 4 
erhalt 2,0 g, Flasche 5 erhalt 5,0 g, Flasche 6erhalt 10 g, Flasche 7 erhalt 20 g. 
Temperatur 22°. 





Zeit Kontrolle 0,5 1,0 2,0 50 10,0 20,0 
10h45 bis 53’ 60 81 85 87 96 s4 85 
12. & 60 68 70 70 72 7 72 

141 . 48 60 65 65 63 74 76 71 
423 . 32 60 57 61 56 60 75 72 


Ammoniumchlorid steigert sofort die Triebkraft der Hefe, maximal 
um 60 Proz. Die Garkraft selbst wird durchschnittlich optimal um 25 Proz. 
gesteigert. Die Héhe der Steigerung ist abhaingig von der Konzentration 
Bei Zusatz von 20g ist die Héhe der Wirkung iiberschritten. 


des Salzes. 
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Die niéderen Konzentrationen nehmen im Laufe des Versuchs ebenfalls in 
ihrer Wirkung ab. Nur die beiden letzten Spalten erreichen nach acht- 
stiindiger Versuchsdauer eine Steigerung, die bis 60 Proz. itiber die Norm 
geht. Eine entsprechende Vermehrung der Hefezellen ist in dieser Zeit nicht 
eingetreten. 

Ergebnis. Die Triebkraft wird um 60 Proz. gesteigert, die Garkraft 
um 25 Proz. 


Versuch mit Bromammonium. 


65 g Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle. 

Flasche 2 erhalt 0,1 g Bromkali, Flasche 3 erhalt 0,2g, Flasche 4 erhalt 

0,5 g, Flasche 5 erhalt 1,0g, Flasche 6 erhalt 2,0 g, Flasche 7 erhalt 5,0 g. 
Temperatur 20°. 





Zeit Kontrolle 01 | 0,2 0,5 10 2,0 5,0 
1200 bis 45° (90 119 122 126 145 126 118 
132 , 42 90 100 98 112 106 104 98 
310 * 18 90 94 98 112 104 102 98 
420 ° 31 9 | 9 98 114 108 | 108 105 


Bromammonium steigert zu Beginn um 60 Proz. fiir kurze Zeit, fallt aber 
rasch ab auf eine durchschnittliche Steigerung von 20 bis 25 Proz., die lange 
anhalt. : 

Jodammonium weist genau dieselben Ergebnisse auf, weshalb auf seine 
Tabelle verzichtet wurde. Zu Beginn hat es eine Steigerung von 65 Proz., 
die schnell abfallt, um auf einer durchschnittlichen Steigerung von 20 bis 
25 Proz. zu bleiben. 

Ergebnis. Ammoniumbromid und -jodid zeigen zu Beginn eine kurz- 
dauernde Steigerung um 60 bis 65 Proz., die auf eine anhaltende Steigerung 
von 20 bis 25 Proz. zuriickgeht. 


Versuch mit Fluorammonium. 


65 g Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt 0,5 mg Fluorammonium, Flasche 3 erhalt 1,0 mg, Flasche 4 

erhalt 2,0mg, Flasche 5 erhalt 4mg, Flasche 6 erhailt 6mg, Flasche 7 
erhalt 10mg. Temperatur 22°. 





Zeit Kontrolle 05 10 2,0 40 6.0 10,0 
11403 bis 24’ 45 | 40 40 38 45 38 30 
1240 , 46 45 | 47 47 47 48 46 44 

135 , 42 45 | 48 49 51 51 48 44 
302 , 10 45 49 50 53 53 48 44 


Fluorammonium zeigt dieselben Verhaltnisse wie in friiheren Versuchen 
das Kochsalz oder Jodkali: kleine Hemmung zu Beginn, die abhangig ist von 
der Konzentration. Nach kurzer Zeit Riickkehr zur Norm, wobei die kleinen 
Konzentrationen iiber die Norm fiir lingere Zeit hinausgehen, wahrend 
die héheren Konzentrationen ohne Einflu8 sind oder dauernd schadigen 
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Bei einer Konzentration mit 20 mg Fluorammonium wird die Hefe schon 
dauernd geschadigt. Bei 4 mg wird eine maximale Steigerung von 20 Proz. 
erreicht, wahrend die durchschnittliche optimale Steigerung 15 Proz. 
betrigt. Bei Versuchen durch kleinste Dosen von Gift eine Gewéhnung zu 
erzielen, um die hohe Steigerung von Effront zu erzielen, war nicht méglich. 
Vielleicht liegt der Unterschied im Garungsmedium: Effront benutzte 
Bierwiirze, die fiir diese Versuche nicht anwendbar war. 

Ergebnis. Fluorammonium hemmt die Triebkraft und steigert die 
Garkraft um 15 Proz. fiir langere Zeit. 


Versuch mit Ammoniumcarbonat und Ammoniumchlorid. 


Ammoniumearbonatlésung und Ammoniumchloridlésung je 5 Proz. 65¢ 
Hefe, 250g Zucker und 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 2ccm Ammoniumcarbonat, Flasche 3 erhalt 10 ccm, 
Flasche 4 erhalt 40cem, Flasche 5 erhalt 2cem Ammoniumchlorid, 
Flasche 5 erhailt 10cem, Flasche 7 erhalt 40ccm. Temperatur 22°. 





Zeit Kontrolle Carb. 2 Carb. 10 | Carb. 40 | Chlor.2 | Chior.10 Chior. 40 
12h00 bis 15’ || 60 187 200 258 107 163 102 
1251 , 58 | 60 80 | 108 142 76 | 78 72 

147 ” 54 60 76 | «#104 122 69 | 68 66 
325 ” 32 | 60 15 115 145 70 |' 65 60 


Zum Vergleich wurden Ammoniumchlorid und Ammoniumcarbonat 
nebeneinander gestellt. Ammoniumcarbonat steigert die Triebkraft um 
mehr als 300 Proz., Chlorid um 160 Proz. Die Gairkraftsteigerung ist optimal 
130 bzw. 26 Proz. Die Steigerung der Triebkraft beim Chlorid dieses 
Versuchs fiel héher aus, weil die Ablesung geschah, bevor die Garhéhe 
erreicht war. Bei beiden Salzen nimmt die Wirkung im Laufe des Versuchs ab 

Ergebnis. Ammoniumchlorid steigert die Triebkraft um 160 Proz., 
die Garkraft um 26 Proz. 

Ammoniumcarbonat steigert die Triebkraft um 300 Proz., die Garkraft 
um 140 Proz. 


Versuch mit Ammoniumsulfat. 


65 g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt 0,5 g Am’mnoniumsulfat, Flasche 3 erhalt 1,0g, Flasche 4 

erhalt 2,0g, Flasche 5 erhalt 5,0 g, Flasche 6 erhalt 10g, Flasche 7 erhalt 
20g. Temperatur 22°. 





Zeit Kontrolle 0,5 10 20 5,0 10,0 20,0 
10b45 bis 53’ 60 78 83 78 7% 2«2|~COB 48 
1127 . 34 60 66 70 64 68 62 60 

14] , 48 60 66 67 68 74 72 82 
423 | 32 60 58 62 63 70 78 95 


Ammoniumsulfat bewirkt eine Steigerung der Triebkraft bis zu 50 Proz., 
was in der Tabelle nicht verzeichnet ist. Die allgemeine Steigerung der 
Garkraft betrigt 15 Proz. Bei den niederen Konzentrationen nimmt die 
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Steigerung fortgesetzt ab, bei den héheren aber zu, so daB die letzte Kon- 
zentration am SchluB eine Steigerung bis zu 56 Proz. erreicht, ohne dab 
dabei die Hefezellen sich merklich in ihrer Zahl geindert haben. 


Ergebnis. Steigerung der Triebkraft um 50 Proz. 


Steigerung der Garkraft um 20 Proz., die bei der héchsten Konzen- 
tration Werte bis 56 Proz. am Schlu8 erreicht. 


Versuch mit Ammoniumnitrat. 


652 Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der einstiindigen Garung 

iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt 0,1 g Ammoniumnitrat, Flasche 3 erhalt 0,2 g, Flasche 4 

erhalt 0,5 g, Flasche 5 erhalt 1,0 g, Flasche 6 erhalt 2,0, Flasche 7 erhalt 5,0 g. 
Temperatur 22°. 











Zeit Kontrolle 0,1 02 0,5 1,0 2,0 5,0 
5h00 bis 12’ 45 102 80 70 70 80 85 
537 , 44 45 50 60 50 50 52 52 
6 54 , 59 45 50 53 53 50 48 43 
10 00 . 08 45 47 49 48 48 47 45 


Ammoniumnitrat steigert die Triebkraft um 120 Proz., die Garkraft 
um 25 Proz. Am besten wirkt eine Konzentration mit 0,1 bis 1,0 g. Starkere ’ 
Konzentrationen wirken schon schadlich. Die Beschleunigung der Garkraft : 
nimmt bald ab. 

Ergebnis. Die Triebkraft wird um 120 Proz., die Garkraft um 20 bis 
25 Proz. gesteigert. 


Versuch mit Ammoniummagnesiumsul fat. 


752 Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 0,2g Ammoniummagnesiumsulfat, Flasche 3 erhalt 
0,5g, Flasche 4 erhalt 10g, Flasche 5 erhalt 2,0g, Flasche 6 erhalt 
5,0 g, Flasche 7 scheidet aus dem Versuch aus. Temperatur 23°. 





Zeit Kontrolle 02 05 1,0 20 5,0 
3h00 bis 44’ 40 46 50 68 70 56 
413 , 19 40 46 58 56 58 40 
549 . 55, 40 46 54 54 52 40 
620,27) 40 49 48 46 45 35 


Ammoniummagnesiumsulfat steigert, der Konzentration entsprechend, 
mit Ausnahme der héchsten, die Triebkraft der Hefe. Das Maximum 
betraigt 100 Proz. Sobald die Norm die durchschnittliche Garkraft erreicht, 
betragt die Steigerung der mit Ammoniummagnesiumsulfat versetzten 
Flaschen im Optimum 25 bis 30 Proz. Bei der letzten Flasche ist eine 
geringe Schadigung infolge der starkeren Konzentration zu bemerken. 


Ergebnis. Ammoniummagnesiumsulfat steigert die Triebkraft um 
100 Proz., die Gairkraft um 25 bis 30 Proz. 
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Versuch mit Ammoniummolybdat und Ammoniumoxalat. 
Ausgangslésung: 5 Proz. Ammoniummolybdat und Ammoniumoxalat. 
65 ¢ Hefe, 250g Zucker, 6300 ¢g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 2cem Ammoniummolybdat, Flasche 3 erhalt 10 ccm, 
Flasche 4 erhalt 40 cem, Flasche 5 erhalt 2cem Oxalat, Flasche 6 erhalt 

l0cem, Flasche 7 erhalt 40cem. Temperatur 20°. 





Zeit Kontrolle Moly. 2 Moly.10 Moly. 40 Oxal. 2) Oxal. 10) Oxal. 0 
12505 bis 19’ 60 37 44 39 28 21 41 
1250 ., 59 60 92 106 103 92 97 110 

148 . 57 60 72 68 75 75 93 9S 
445 . 5 60 70 61 59 SO 102 121 


Ammoniummolybdat hemmt zu Beginn und steigert die Garkraft auf 
kurze Zeit optimal wn 70 Proz., sinkt aber dann plétzlich in seiner Wirkung 
auf 22 Proz., wobei die Garfliissigkeit blau wird (Molybdan-Molybdat). 
Das Absinken geht weiter und erreicht Werte, die bis 20 Proz. unter der 
Norm liegen. 

Ammoniumoxalat hemmt ziemlich stark zu Beginn; rasch setzt dann 
eine Steigerung ein, die bis 82 Proz. geht. Von neuem tritt ein Absinken 
um 20 Proz. ein, das von einem Wiederansteigen bis auf 100 Proz. ge- 
folgt ist. 

Ergebnis. Ammoniummolybdat hemmt die Triebkraft, steigert auf kurze 
Zeit die Garkraft um 70 Proz., dann sinkt die Leistung langsam unter die Norm. 

Ammoniumoxalat hemmt die Triebkraft, steigert die Garkraft um 
60 bis 100 Proz. unter An- und Absteigen der Leistung, 

Werden die Versuchsergebnisse der verschiedenen Ammonsalze 
zusammengefaBt, so weisen die Verbindungen mit anorganischen 
Sauren deutliche Unterschiede auf. Phosphat und Carbonat steigern 
die Triebkraft um 200 bis 300 Proz. und die Garkraft um 100 bis 140 Proz., 
wahrend Chlorid, Bromid, Jodid, Sulfat, Nitrat, Molybdat, Magnesium- 
sulfat die Triebkraft um etwa 100 Proz. steigern und die Garkraft um 
25 bis 30 Proz. Fluorid und Molybdat hemmen zu Beginn, Fluorid 
steigert dann die Garkraft um 15 Proz., wahrend das Molybdat kurze 
Zeit um 70 Proz. steigert und dann eine stetige Abnahme erleidet, 
wobei eine Steigerung um 20 Proz. langere Zeit eingehalten wird. Um 
eine Wirkung von OH- und H-lIonen auszuschlieBen, habe ich alle 
verwandten Salze auf py = 6,4 gebracht, da haufig ein Salz stark 
sauer reagierte. Mit diesen neutralisierten Salzen habe ich dieselben 
Resultate wie oben bekommen, so daB an eine verschiedene Durch- 
lassigkeit der Zellwand fiir Ammonsalz zu denken war. Es ist sicher, 
daB der Hauptfaktor fiir die bessere Wirkung der Ammonsalze bei der 
Garung das Ammoniak selbst ist, da von ihm bekannt ist, daB es in 
die Zelle eindringt. Grijns hat mit einer groBen Reihe von Salzen 
Versuche tiber die Permeabilitaét bei Erythrocyten gemacht und findet 
folgende Ammonsalze permeabel: Fluorid, Chlorid, Jodid. Nicht 
permeabel sind: Nitrat, Sulfat, Phosphat. Diese Befunde stimmen 
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mit den fiir die Hefe gefundenen nicht iiberein. Fiir Chlorid und Jodid 
wird von Héber die Permeabilitat bezweifelt, da freies Ammon haufig 
in dem Salz enthalten ist und dadurch eine Auflockerung der Zellhaut 
entsteht. Paine hat an der Hefezelle selbst Permeabilitatsstudien 
gemacht ; er findet, daB aus m/10 Salzlésungen in 3 Stunden von Koch- 
salz nur Spuren in die Zelle ibergehen, ebenfalls von Natriumphosphat, 
dagegen etwas mehr aus einer Ammonsulfatlésung. Von konzen- 
trierteren Lésungen geht mehr iiber. Diese wurden hier nicht verwandt, 
da sie die Garkraft gleichzeitig beeintrachtigen. 

Die nachsten Versuche wurden mit organischen Ammonsalzen 
angestellt. Das Ammoniumoxalat ist schon mit Ammoniummolybdat 
zusammen aufgefihrt. 


Versuch mit Ammoniumbenzoat. 
65 g Hefe, 250 g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 0,05 g Ammoniumbenzoat, Flasche 3 erhalt 0,1 g, Flasche 4 
erhalt 0,25g, Flasche 5 erhalt 0,5g, Flasche6 erhalt 1,0g, Flasche 7 
erhalt 2,5g. Temperatur 20°. 





Zeit Kontrolle 0,05 0,1 0,25 05 1,0 25 
11h25 bis 37’ 45 55 6s | 70 | 80 90 15 
ll 46’ 45 58 62 | 75 74 82 80 
11 53 45 51 55 6 |tCti«iKStC<‘|;é«G 76 70 
12 00 45 51 | (56 67 | 70 74 70 
12 07 45 51 | 56 67 | «68 75 69 
12 13 45 52 56 C|CtO66 66 72 69 
12 19 45 52 | «6860C«‘|:Cté«éG 4 65 72 69 
12 40 bis 46 45 50 53 58 66 74 68 

136 , 43 45 49 52 | (57 68 76 72 
3% , 31 45 49 52 | 56 67 76 84 


Ammoniumbenzoat bewirkt eine Steigerung der Triebkraft bis zu 
100 Proz., eine Steigerung der Garkraft bis zu 60 Proz. Die Wirkung der 
Steigerung geht langsam bei allen zuriick, ausgenommen bei der héchsten 
Konzentration, die eine dauernd steigende Garkraft aufweist. 

Ergebnis. Ammoniumbenzoat steigert die Triebkraft um 100 Proz., 
die Garkraft um 60 Proz., die aber im Laufe des Versuchs stetig fallt. 


Versuch mit Ammonium/formiat. 
75 g Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der halbstiindigen Garung 
iiberlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 0,1 g Ammoniumformiat, Flasche 3 erhalt 0,2 g, Flasche 4 
erhalt 0,5g, Flasche 5 erhalt 1,0g, Flasche 6 erhalt 2,0g, Flasche 7 
erhalt 5,0g. Temperatur 23°. 





Zeit Kontrolle 01 0.2 0,5 1,0 20 50 
3h20 bis 47’ 40 lll 108 130 130 124 | 68 
417 , 2 40 58 69 76 84 77 | 6 
550 . 56 40 55 69 84 96 86 70 
820 . 27 40 55 62 7 98 90 80 
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Ammoniumformiat steigert die Triebkraft von Flasche 0,1 bis 1,0 der 
Konzentration entsprechend; héhere Konzentrationen fallen ab. Das 
Maximum geht bis zum Vierfachen der Norm. Sobald die Norm das Maxi- 
mum der Garkraft erreicht hat, bleibt fiir die Ammoniumformiatflaschen 
nur noch eine maximale Steigerung von 120 Proz., die die Tendenz zur 
weiteren Senkung bis auf 100 Proz. hat. Spater zeigt sich eine erneute 
Steigerung auf 140 Proz. 

Ergebnis. Ammoniumformiat steigert die Triebkraft um 300 Proz., 
die Garkraft um 100 bis 150 Proz., wobei nach einer urspriinglichen 
Steigerung um 120 Proz. ein Fallen eintritt, darauf ein erneutes Steigen. 


Versuch mit Ammoniumacetat, Natriumcitrat. 


65 g Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen, dann auf sieben Flaschen abgefiillt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt 2ccm 5proz. Ammoniumacetatlésung, Flasche 3 erhalt 

10 cem 5proz. Ammoniumphosphatlésung, Flasche 4 erhalt 40 ccm, 

Flasche 5 erhalt von einer 5proz. Natriumcitratlésung 2ccm, Flasche 6 
erhalt 10cem, Flasche 7 erhalt 40ccm. Temperatur 22°. 





Zeit Kontrolle Amm.2 Amm.10 Amm. 40 Citr.2  Citr. 10 Citr. 40 
11b10 bis 23’ 60 85 96 110 68 44 16 
12 15’ 60 96 132 152 8 | 8 62 
151 , 2hb01’ 60 76 110 135 70 70 64 
342 , 52’ 60 71 107 134 73 70 62 


Ammoniurhacetat zeigt eine Steigerung der Triebkraft bis 150 Proz. 
und eine Steigerung der Garkraft bis 135 Proz. Kleinere Dosen Salz weisen 
nach kurzer Zeit eine Abnahme der Steigerung auf. 

Natriumcitrat hemmt zu Beginn entsprechend der Konzentration. Die 
kleinste Dosis steigert die Triebkraft um 40 Proz, und die Garkraft um 25 Proz. 


Versuch mit Ammoniumcitrat, 


65 g Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt 0,05 g Ammoniumcitrat, Flasche 3 erhalt 0,1 g, Flasche 4 

erhalt 0,25g, Flasche 5 erhalt 0,5g, Flasche 6 erhalt 1,0g, Flasche 7 
erhalt 2,5g. Temperatur 22°. 





Zeit Kontrolle 0,05 0,1 0,2! 0,5 1,0 2,5 
11h04 bis 25° 445i] 45 45 20 20 10 5 
11 46 , 53 45 | «(42 36 19 ll l 0 
1240 | 46 45 56 45 | 2% 20 6 2 
324 | 33 45 68 80 35 30 14 3 


Ammoniumcitrat hemmt entsprechend der Konzentration; die beiden 
letzten Konzentrationen wirken stark giftig, was um so auffalliger ist, als 
Natriumcitrat in derselben Konzentration keine Schaidigung bewirkt. Die 
beiden ersten Spalten, 0,05 und 0,1, steigern langsam und erreichen optimal 
eine Steigerung bis 80 Proz. Die nachste Konzentration hemmt dauernd, 
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so daB zwischen einer méglichen Steigerung und einer Hemmung kein 
° . . 
eigentlicher Ubergang besteht. 


Ergebnis. Ammoniumcitrat bewirkt in kleinen Dosen eine langsam 
zunehmende Steigerung bis 80 Proz. Bei nur wenig héheren Dosen tritt 
Schadigung auf. Zu Beginn besteht eine Hemmung. 


Versuch mit Ammoniumrhodanat und Ammoniumitartrat. 


Ausgegangen wird von einer 5proz. Ammonium-rhodanat- und -tartratlésung. 

65 ¢ Hefe, 250 g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen und dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt 2cem Rhodanat, Flasche 3 erhait 10cem, Flasche 4 

erhalt 40 cem, Flasche 5 erhalt 2ccm Tartrat, Flasche 6 erhalt 10 cem, 
Flasche 7 erhalt 40ccm. Temperatur 20°. 





Zeit | Kontrolle Rhod.2 Rhod. 10 Rhod. 40 Tart.2 Tart. 10 Tart. 40 
12h05’ bis 21’ 60 28 29 26 25 23 16 
1240 , 49 60 65 75 70 70 100 72 

148 , 57 60 66 74 70 79 90 83 
445 , 56 60 65 65 60 75 90 110 


Ammoniumrhodanat bewirkt zu Beginn eine Hemmung iiber 50 Proz., 
die langsam in eine Steigerung mit einem einmaligen Optimum von 50 Proz. 
iibergeht. Schnell tritt dann ein Abfall auf 25 Proz. ein, der dauernd fort- 
schreitet. 

Ammoniumtartrat hemmt zu Beginn, steigert dann die Garkraft um 
60 Proz., die voriibergehend etwas fallt, um dann 80 Proz. zu erreichen. 


Ergebnis. Ammoniumrhodanat hemmt zu Beginn, steigert dann auf 
50 Proz., darauf langsames Abfallen auf 0 Proz. 
Ammoniumtartrat hemmt zu Beginn, steigert bis auf 80 Proz. spiter. 


Werden die Versuche mit den organischen Salzen zusammengefaBt, 
so ergibt sich Ahnliches wie bei den anorganischen. Formiat und Acetat 
steigern die Triebkraft um 200 bis 300 Proz., die Garkraft um 100 bis 
140 Proz. Citrat, Oxalat, Tartrat hemmen zu Beginn und steigern 
langsam die Garkraft bis zu etwa 80 Proz. Benzoat steigert die 
Triebkraft um 100 Proz., die Girkraft zu Beginn um 60 Proz., wonach 
die Wirkung bis auf 30 Proz. zuriickgeht ; Rhodanat hemmt zu Beginn, 
steigert dann die Girkraft um 80 Proz. fiir kurze Zeit, dann fiallt 
die Wirkung allmahlich auf 25 Proz. Mit organischen Salzen hat 
Paine keine Versuche gemacht, so daB damit kein Vergleich méglich 
ist. Zieht man die Resultate von Grijns mit der Permeabilitaét der 
Erythrocyten heran, so ergibt sich, daB Ammoniumoxalat, -benzoat, 
-acetat fiir Erythrocyten durchgingig sind, wahrend Ammonium- 
rhodanat undurchgingig ist. Auch hier ist kein richtiger Zusammen- 
hang von Hefe und Erythrocyten in bezug auf die Durchlassigkeit 
der Ammonsalze und auf die Girwirkung festzustellen. 
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FaBt man die Resultate der organischen und anorganischen Salze 
zusammen, so ergibt sich folgendes: 

1. Steigerung der Triebkraft um 200 bis 300 Proz. und Steigerung 
der Garkraft um 100 bis 140 Proz. durch Phosphat, Carbonat, Acetat, 
Formiat. 

2. Steigerung der Triebkraft um 100 Proz. und Steigerung der 
Garkraft um 25 bis 30 Proz. durch Chlorid, Bromid, Jodid, Sulfat, 
Nitrat, Magnesiumsulfat, Benzoat. 

3. Hemmung erst, dann Steigerung der Garkraft langsam bis 
80 Proz. durch Citrat, Oxalat, Tartrat (bei Citrat tritt schon mit 
maBigen Dosen Giftwirkung auf). 

4. Hemmung erst, dann kurze Steigerung der Garkraft 
auf 80 Proz. mit Absinken auf etwa 25 Proz. durch Molybdat, 
Rhodanat. 

Vom Ammoniumfluorid kann abgesehen werden, da es infolge 
seiner Giftigkeit eine etwas anders geartete Stellung einnimmt. 


Versuch mit Ammoniumcarbonat, -acetat, -phosphat, -oxalat, 

Natrium formicium, Urin bei 33°. 

65 g Hefe, 250 g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt 2g Ammoniumcarbonat, Flasche 3 erhalt 2 ¢ Ammonium- 

acetat, Flasche 4 erhailt 2g Ammoniumphosphat, Flasche 5 erhalt 2g 

Ammoniumoxalat, Flasche 6 erhalt 2g Natriumformiat, Flasche 7 erhalt 
50cem Urin. Temperatur 33°. 





Zeit Kontrolle Carbonat Acetat Phosphat Oxalat Formiat Urin 
1h00 bis 04’ | 45 88 62 75 7 61 78 
13 , 7 4 78 78 80 76 65 89 
24,17} 4 80 80 74 71 62 82 
240 ,44 | 4 90 87 76 82 66 92 


Dieser Versuch wurde bei einer Temperatur von 33° angestellt, um zu 
priifen, wie die Steigerung durch Ammonsalze bei héherer Temperatur sich 
verhalt. Die nachste Tabelle zeigt bei derselben Hefe mit denselben Salzen 
die Wirkung bei 20°. 

Es ergibt sich, da8 Kontrolle 33° durchschnittlich dreimal so schnell 
arbeitet wie Kontrolle 20°. Carbonat 33° steigert in der ersten Zeit um 
80 Proz., Carbonat 20° um 135 Proz. Fiir Acetat sind die entsprechenden 
Zahlen 80 bis 135 Proz., fiir Phosphat 70 bis 140 Proz., fiir Oxalat 60 bis 
120 Proz., fiir Formiat 40 bis 70 Proz., fiir Urin 90 bis 120 Proz. Es nimmt 
iiberall die Héhe der Steigerung ab, und zwar um 40 bis 50 Proz. Das heiBt, 
wenn die Hefe dreimal schneller arbeitet, arbeitet die Steigerung durch 
Ammonsalze nur um 50 Proz. schneiler. Bei 15° findet sich das umgekehrte : 
Die Steigerung durch Ammonsalze hat mit der Steigerung durch Warme 
nicht denselben Angriffspunkt. 
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Versuch mit Ammoniumcarbonat, -acetat, -phosphat, -oxalat, Natriumformiat, 
Urin bei 20°. 

65 g Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt 2g Ammoniumcarbonat, Flasche 3 erhalt 2 g Ammonium- 

chlorid, Flasche 4 erhaélt 2g Ammoniumphosphat, Flasche 5 erhalt 2g 

Ammoniumoxalat, Flasche 6 erhalt 2 g¢ Natriumformiat, Flasche 7 erhalt 
50cem Urin. 





Zeit Kontrolle | Carbonat| Acetat Phosphat Oxalat Formiat Urin 

12630 bis 45’ 45 50 68 76 62 |; 17 2 
214 , 2% 45 113 135 106 100 | 78 98 

402 , l4 45 115 120 120 100 | W777 96 

459 , 5hbl0’ 45 106 lll 100 90 70 94 


In dieser Tabelle ist die Garkraft der einzelnen Substanzen aufge- 
zeichnet, die nachher gemischt werden. Carbonat steigert die Wirkung um 
135 Proz., Acetat um 155 Proz., Phosphat um 140 Proz., Oxalat um 120 Proz., 
Natriumformiat um 70 Proz., Urin um 120 Proz. Gleichzeitig ist sie die 
Paralleltabelle zur vorhergehenden. 


Versuch mit Mischungen. 


65 g¢ Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt Ammoniumcarbonat + Natriumformiat (2g + 2g), Flasche 3 
erhalt Ammoniumcarbonat + Urin (2g + 50ccm Urin), Flasche 4 erhalt 
Natriumformiat + Urin (2g + 50cem Urin), Flasche 5 erhalt Ammonium- 
chlorid + Natriumphosphat (2g + 5g), Flasche 6 erhaélt Ammonium- 
chlorid + Natriumformiat (2 ¢ + 2g), Flasche 7 erhalt Ammoniumchlorid 
+ Natriumacetat (2g + 5g). Temperatur 20°. 





Zeit Kontrolle A, te hi Ci+ PO, | + a. + i 
1h24 bis 37’ 45 75 73 71 60 81 48 
214 , 2% 45 102 110 120 100 102 90 
402 , 14 45 100 116 156 92 110 90 
459 . 5h10’ 45 96 120 134 92 100 90 


Carbonat wird durch Zusatz von Natriumformiat in seiner Wirkung 
um 20 Proz. gehemmt, wahrend durch Zusatz von Urin eine kleine Steigerung 
auftritt. Die Steigerung von Natriumformiat und Urin soll hier nicht 
besprochen werden. 

Chlorid + Natriumformiat ergibt eine Steigerung bis 120 Proz., 
Chlorid + Natriumphosphat und Chlorid + Natriumacetat eine solche von 
100 Proz. 

Diese steigernde Wirkung auf die Hefe hat ihre Ursache in der Bildung 
eines Ammonsalzes, das die Hefe verwerten kann. Bei der Mischung von 
Ammoniumchlorid mit den oben genannten drei Salzen bildet sich zum Teil 
Ammoniumphosphat, -formiat, -acetat. 
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Versuch mit Ammoniumchlorid, Ammoniumsuljat, Harnstoff zusammen 
mit Kaliumchlorat. 
65 g Hefe, 250g Zucker, 5600 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 5g Ammoniumchlorid, Flasche 3 erhalt 5g Ammonium- 
chlorid zusammen mit 6 g Kaliumchlorat, Flasche 4 erhalt 5 g Ammonium- 
sulfat, Flasche 5 erhalt 5g Ammoniumsulfat zusammen mit 6g Kalium- 
chlorat, Flasche 6 erhait 5g Harnstoff, Flasche 7 erhailt 5g Harnstoff 
zusammen mit 6g Kaliumchlorat. Die Auflésung der Salze geschieht in 
100 ¢ Wasser. Temperatur 22°. 





Zeit Kontrolle Chiorid | GPlorid Sutter Sul Hamstott flamst. 
1230 bis 1h06’ 30 24 40 48 30 15 10 
154,201 30 41 42 47 46 33 28 
244 , 51’ 30 47 50 54 53 42 37 
428 | 34 30 36 43 45 | 47 36 40 


Kaliumchlorat steigert die Garwirkung der Hefe nicht. Ammonium- 
chlorid, -sulfat, Harnstoff steigern die Wirkung der Garkraft durchschnitt- 
lich um 45 bis 60 bis 30 Proz. Zusatz von Kaliumchlorat bewirkt beim 
Chlorid eine geringe Steigerung um 10 bis 15 Proz., beim Sulfat ist es ohne 
Wirkung und beim Harnstoff entsteht eine geringe Hemmung. Bei der 
Fortsetzung des Versuchs tritt bei allen drei mit Kaliumchlorat versetzten 
Hefen eine maBige Steigerung auf. 


Versuch mit Ammoniumphosphat und Natriumformiat. 


65 g Hefe, 250 g Zucker, werden der zweistiindigen Garung unterworfen und 
auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, Flasche 2 erhalt 
2g Ammoniumphosphat, Flasche 3 erhalt 2g Natriumformiat, Flasche 4 
erhalt 2g Ammoniumphosphat und 2g Natriumformiat, Flasche 5 erhalt 
5g Ammoniumphosphat, Flasche 6 erhalt 5g Natriumformiat, Flasche 7 
erhalt 5g Ammoniumphosphat und 5g Natriumformiat. Temperatur 22°. 





2+2 Am 5+5 Am. 

iad 2g 2g | monium- 5g Am. 5¢ moniums 

Zeit trolle|“*™monium- Natrium-| phosphat monium- Natrium- phosphat 

phosphat formiat + Natriums phosphat formiat + Natrium- 

formiat formiat 

10430 bis 11412’ 30 96 53 76 44 32 60 
1135 , 44’ 30 70 56 58 72 51 47 
1212 , 18 30 70 50 54 75 57 43 
152 , 57 30 63 47 52 66 47 44 


2g Ammoniumphosphat allein steigern die Triebkraft um 200 Proz. und 
die Garkraft um 140 Proz. 5g Ammoniumphosphat steigern die Trieb- und 
Garkraft in derselben Héhe, 2g Natriumformiat steigern die Triebkraft 
um 130 Proz. und die Garkraft um 75 Proz. 5g Natriumformiat zeigen eine 
Steigerung der Triebkraft nur um 70 Proz. und eine Steigerung der Garkraft 
um 90 Proz. Werden je 2g Ammoniumphosphat mit 2g Natriumformiat 
zusammengebracht, so erzeugt die Hefe nur etwas mehr Kohlensaure, als 
dem Natriumformiat allein entspricht; beim Zusammenbringen von je 5g 
sogar weniger als dem Natriumformiat allein entspricht. 
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Versuch mit Ammoniumacetat und Ammoniumphosphat. 
75g Hefe, 250g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 
iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 bis 7 erhalten je 2,0 g Ammoniumacetat. Dazu erhalt Flasche 3 
0,2 g Ammoniumphosphat, Flasche 4 0,5g, Flasche5 1,0g, Flasche 6 
2,0g. Flasche 7 5,0g. Temperatur 20°. 





; Tom Acetat Acetat Acetat Acetat Acetat 
Zeit trolle Acetat +0,2Phoss +0,5Phos: +1,0Phos- +2,0Phos- + 5,0 Phoss 
phat phat phat phat phat 
2h50 bis3h09’ | 30 | 63 SS |. ee 84 75 32 
338 , 44° | 30/ 58 70 72 72 70 53 
5 47 , 6h02’ | 30 62 73 75 73 73 58 
638 , 44’ 30 60 72 75 75 72 59 


Ammoniumacetat ruft in einer Dosis von 2 g eine Steigerung der Trieb- 
kraft um 170 Proz., eine Steigerung der Garkraft um 100 Proz. hervor. 
Ein kleiner Zusatz von 0,2 Ammoniumphosphat ruft eine Steigerung der 
Triebkraft bis 190 Proz. und eine Steigerung der Garkraft bis 140 Proz. 
hervor, Ein starkerer Zusatz von Ammoniumphosphat hat bei 0,5 und 1,0 
nur eine geringe Erhéhung der Resultate von 0,2 zur Folge; Zusatz von 
2,0 Phosphat ergibt dasselbe wie 0,2, und 5,0 Phosphat zeigt eine ge- 
ringere Wirkung als Acetat allein. 

Ergebnis. Ein kleiner Zusatz von Ammoniumphosphat kann die Wir- 
kung von Ammoniumacetat um 40 Proz. steigern. 

Dasselbe Resultat lieB sich mit Ammoniumcarbonat + Ammonium- 
phosphat nachweisen, weshalb von einer Wiedergabe abgesehen wird. 

Beim Mischen von solchen Ammonsalzen, die nur eine geringe 
Steigerung aufweisen, mit anderen Salzen ist, wie die vorangehenden 
Versuche zeigen, es méglich, eine hohe Steigerung zu erreichen, wenn 
das zugefiigte Salz eine Siure enthalt, die als Ammoniakverbindung 
eine hohe Steigerung bewirkt. Sonst kommt nur die geringe Steigerung 
von 25 Proz. zustande. Es ist fiir die Steigerung gleichgiiltig, welche 
Salze noch vorhanden sind, wenn nur die Méglichkeit besteht, daB 
eines der hoch steigernden Salze sich aus den zugefiigten bilden kann. 
Ich méchte dabei aufmerksam machen, daB die Ammonsalzsteigerung 
an verhiltnismaBig hohe Dosen gebunden ist (0,5 bis 5,0 Prom.), und 
in einer solchen Dosis muB das Salz in der Mischung vorhanden sein, 
um die hohe Beschleunigung zu bewirken. 


Versuch mit Bierhefe. 
100g Bierhefe, 200g Zucker, 6300 g¢ Wasser werden der halbstiindigen 
Garung iiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kon- 
trolle, Flasche 2 erhalt 2g Ammoniumchlorid, Flasche 3 erhalt 2g Am- 
moniumnitrat, Flasche 4 erhalt 2g Ammoniumrhodanid, Flasche 5 erhalt 
2g Ammoniumbenzoat, Flasche 6 erhalt 2g Ammoniumsulfat, Flasche 7 
erhalt 2g Kaliumbiphosphat. Temperatur 20°. 





Zeit Kontrolle | Chlorid Nitrat Sulfat Rhodan Benzoat K,HPO, 
4b05 bis 20’ | 45 | 2% 22 | 40 102 6 20 
535,43) 4 | 5 | 5&5 68 65 9 36 
640 748] 45 | 52 | 50 6 | 5 | 40 
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Diese gekiirzte Tabelle der Bierhefewirkung zeigt ungefahr dieselben 
Resultate wie die PreBhefe. Am auffallendsten ist aber die verschiedene 
Wirkung von Benzoat; bei der PreBhefe kommt eine anfangliche Steigerung 
bei der Triebkraft zum Vorschein, mit nachfolgender maBiger Steigerung bis 
um 70 Proz. der Garkraft. Hier schadigt Benzoat die Hefe stark, so da8 
eine Gaérung kaum eintritt. Rhodan hemmt die PreBhefe, wahrend hier 
eine ziemliche Steigerung der Triebkraft einsetzt. Auch die Hemmung bei 
Chlorid, Sulfat und Nitrat zu Beginn ist auffallig. Die mittlere Steigerung 
der Garkraft betragt ungefahr 25 bis 30 Proz., also soviel wie bei der PreB- 
hefe. Kaliumbiphosphat zeigt eine starke Hemmung, die nur langsam 
iiberwunden wird. 


Ergebnis. Chlorid, Sulfat, Nitrat hemmen die Triebkraft, steigern die 
Garkraft der Hefe um 25 bis 30 Proz. 

Rhodanat steigert die Triebkraft der Hefe um iiber 100 Proz., die 
Garkraft um 35 Proz. 

Benzoat schadigt die Hefe, so daB eine nur geringe Garung auftritt. 


Versuch mit Bierhefe. 


100g Bierhefe, 200g Zucker, 6300 g Wasser werden der halbstiindigen 

Garung tiberlassen, dann auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kon- 

trolle, Flasche 2 erhalt 2g Ammoniumcarbonat, Flasche 3 erhalt 2¢ 

Ammoniumacetat, Flasche 4 erhalt 2g Ammoniumcitrat, Flasche 5 erhalt 

2g Ammoniumformiat, Flasche 6 erhalt 2g Ammoniumoxalat, Flasche 7 
erhailt Ammoniumphosphat. Temperatur 20°. 





Zeit Kontrolle Carbonat Acetat Citrat Formiat Oxalat Phosphat 
4605 bis 20'|| 45 | 37 5 6U|:«6CO0 71 60 46 
535 ., 43 | 45 76 96 82 92 72 87 
640 . 48 45 85 90 80 84 65 76 


Diese Tabelle zeigt den Parallelversuch zu dem vorigen. Im Gegensatz 
zur PreBhefe tritt bei Carbonat, Acetat, Phosphat keine Steigerung der 
Triebkraft auf, wohl aber beim Citrat, Formiat und Oxalat. Die optimale 
Steigerung der Garkraft betrigt ungefaihr 100 Proz. bei Carbonat, Acetat, 
Formiat und Phosphat, wihrend das Oxalat etwas zuriickbleibt. 


Ergebnis. Die Triebkraft wird durch Citrat um 56 Proz., durch Formiat 
um 70 Proz., durch Oxalat um 33 Proz. gesteigert, waihrend die Garkraft 
durch Carbonat um 88 Proz., bei Acetat um 110 Proz., bei Citrat um 90 Proz., 
bei Formiat um 100 Proz., bei Oxalat um 66 Proz, bei Phosphat um 
92 Proz. gesteigert wird. 

Die Wirkung der Ammonsalze auf PreB- und Bierhefe ist nicht dieselbe. 
Benzoat wirkt bei der Bierhefe giftig, bei der PreBhefe nicht; Citrat wirkt 
bei der PreBhefe giftig, bei der Bierhefe nicht. Rhodanat steigert die Trieb- 
kraft der Bierhefe, hemmt die Triebkraft der PreBhefe. Inn Gegensatz zur 
PreBhefe hemmen bei der Bierhefe die anderen Ammonsalze die Triebkraft. 
Dasselbe Verhalten bei beiden Hefen in bezug auf die Steigerung der Garung 
zeigen ungefahr: Carbonat, Acetat, Phosphat, Formiat, Oxalat, Chlorid, 
Sulfat, Nitrat, Rhodanat. 


10* 
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Versuch mit Bierheje. 
1000 ccm Bierhefeaufschwemmung werden 8 Stunden gewaschen, dann 
mit 500 g Zucker und 12600 g Wasser der halbstiindigen Garung iiberlassen 
und auf 14 Flaschen verteilt. Zu diesem Versuch werden sieben Flaschen 
verwandt. Flasche 1 wird Kontrolle, Flasche 2 erhalt 2,0 ¢ Ammonium- 
carbonat, Flasche 3 erhaélt 2g Ammoniumacetat, Flasche 4 erhalt 2 g 
Ammoniumbenzoat, Flasche 5 erhaélt 2g Ammoniumoxalat, Flasche 6 
erhalt 2g Ammoniumphosphat, Flasche 7 erhalt 2g Ammoniumformiat. 
Temperatur 20°. 





Zeit Kontrolle | Carbonat | Acetat Benzoat Oxalat Phosphat | Formiat 
8h12 bis 18’ 20 5 5 4 30 21 51 
8 30 , 36 20 22 25 6 105 103 69 
847 , 53 20 55 58 10 141 144 85 
948 | 52 20 55 57 15 96 9 | 65 


Bierhefe zeigt hier von ihrem sonstigen Verhalten eine Abweichung. Die 
Ursache liegt im Waschen mit kalkhaltigem Wasser. Dadurch wird die 
Zuckeraufnahme verindert. Das Benzoat, das sonst eine Hemmung von 
etwa 80 Proz. aufweist, zeigt nur eine Hemmung von 50 Proz. Carbonat 
und Acetat haben zu Beginn eine starkere Hemmung, steigern spaiter aber 
héher bis 175 Proz. Formiat steigert die Garkraft bis 240 Proz., erleidet 
dann ein Fallen, um nachher auf 300 Proz. zu steigern. Oxalat und Phosphat 
steigern die Garkraft durehschnittlich um 500 Proz., maximal bis 600 Proz. 

Ergebnis. Die Garung ‘von mit kalkhaltigem Wasser gewaschener 
Bierhefe wird durch Oxalat und Phosphat bis um 500 Proz. gesteigert, 
durch Carbonat und Acetat um 175 Proz., durch Formiat wechselnd zwischen 
150 bis 300 Proz. Benzoat hemmt um 50 Proz. 


Versuch mit Bierhefe. 
Dieselbe Hefe des vorigen Versuchs wird benutzt. Flasche 1 wird Kontrolle, 
Flasche 2 erhalt 20 mg Ammoniumfluorid, Flasche 3 erhaélt 2g Ammonium- 
chlorid, Flasche 4 erhaélt 2g Ammoniumjodid, Flasche5 erhalt 22 
Ammoniumcitrat, Flasche 6 erhalt 2g Ammoniumnitrat, Flasche 7 erhalt 
2g Ammoniumrhodanid. Temperatur 20°. 





~ Zeit ‘Kontrolle | Fluorid | Chlorid Jodid | Citrat | Nitrat | Rhodanid 
8h12 bis 18° 20 «| «sid me ae le eae 20 
830, %]| 20 | 9 19 1 | 2 | 2% 27 
847 ; 53 | 20 9 34 31 | (47 34 52 
948 5 52, 20 10 38 34 62 | (37 43 


Die hier zugesetzten Amraonsalze zeigen zu Beginn beinahe alle eine 
Hemmung, die nur langsam in eine Steigerung iibergeht. Fluorid bleibt 
auf einer Hemmung von 50 Proz., Chlorid steigert um 70 Proz., Citrat um 
140 Proz , ebenfalls Rhodan, Nitrat um 85 Proz., Jodid um 70 Proz. Das 
Rhodan zeigt die Tendenz, langsam abzufallen, wahrend die anderen lang- 
same Steigerung aufweisen. 

Ergebnis. Die Bierhefegirung wird durch Jodid, Chlorid, Nitrat um 
70 bis 90 Proz. gesteigert, durch Rhodan und Citrat um 140 Proz., waihrend 
Fluorid um 50 Proz. hemmt. . 

Die Ursache dieses andersartigen Verhaltens liegt wahrscheinlich in 
einer Kalkanlagerung der Hefe. Gifte werden weniger durchgelassen, was 
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die geringere Hemmung durch Benzoat und Fluorid beweist. Vielleicht 
spielt bei letzterem eine Bildung von ungiftigem Calciumfluorid eine Rolle. 
Citrat und Oxalat steigern hoch, weil sie den Kalk binden. Diese hohe 
Steigerung ist jedoch nur scheinbar, weil die Kontrolle gehemmt ist. 


Grundiage der Steigerung. 


Die Ursache der Steigerung der Garkraft durch Ammonsalze kann 
auBerhalb der Zelle liegen oder an ihrer Oberfliche oder im Zellinnern. 

1. AuBerhalb. Der Zucker kann durch Ammonsalze in eine Form 
gebracht werden, eventuell mit Hilfe von Zellausscheidungen, daB 
die Zelle ihn leichter aufnehmen kann. Es kann aber auch an eine 
Esterbildung gedacht werden, so daB das Ammonsalz dieses Esters 
leichter resorbiert werden kann. 

2. An der Ober{liche. Es wire méglich, daB die Ammonsalze an 
der Zelloberflache leichter adsorbiert werden, dadurch die Durchlassig- 
keit andern oder aber ein Ferment aktivieren oder eluieren. 

3. Im Zellinnern. Hier besteht die Méglichkeit einer direkten 
Wirkung auf die Zymase oder auf die Zelle allein, wobei die Méglichkeit 
einer Zellvermehrung auszuschlieBen ist. 

Uber die Art und Weise der Zuckeraufnahme durch die Hefezelle 
ist nichts bekannt. Von anderen Zellen ist nachgewiesen, daB sie Zucker 
nicht oder nur langsam aufnehmen. Bei der Hefezelle lassen sich direkte 
Versuche nicht anstellen, da sie den Zucker sofort vergirt. Nur indirekt 
ist der Nachweis méglich. Es dauert eine gewisse Zeit, bis die Hefe- 
girung eintritt und auf ihre volle Héhe kommt. Diese Faktoren sind 
bei verschiedenen Hefen verschieden, dazu von der Temperatur und 
eventuellen Zusitzen abhingig. Der Zuckerschwund aus der Gar- 
fliissigkeit und der Eintritt der Kohlensaiureentwicklung folgen sich 
unmittelbar, so daB mit dem Eintritt der letzteren auf die Resorption 
von Zucker durch die Hefe geschlossen werden kann. Wohl hat Euler 
eine Differenz der Drehungsabnahme (Zuckerschwund) zur entstandenen 
Kohlensaure (vergorener Zucker) festgestellt, die aber bei Bestimmung 
des Zuckers durch Reduktion anstatt durch Drehung kaum _ nach- 
zuweisen ist. Es ist nun méglich nachzuweisen, daB vor Eintritt der 
Zuckerresorption die bekannte Stickstoffausscheidung stattfindet ; sie 
nimmt langsam zu. Bei beginnender Géirung nimmt sie etwas ab oder 
behalt ihre Héhe bis zum Ende der Giarung. Besonders zu Beginn 
konnte ich stets etwas Ammoniak nachweisen, das aber mit eintretender 
Garung sich verringerte. Wird die Temperatur erhéht, so tritt mehr 
N aus, die Girung verlauft schneller, wie schon Rubner fand. Er fand 
auch, daB, wenn der Hefe dieser ausgeschiedene N weggenommen 
wird, die Hefe wieder neuen ausscheidet, aber weniger als zuvor; dabei 
wird die Girkraft auch geringer. Ein Zusammenhang mit der eigent- 
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lichen Garung dieses N wurde immer abgelehnt, seine eventuelle Be- 
deutung fiir die Resorption des Zuckers auBer acht gelassen. Alle 
Faktoren, die ihn vermehren, kénnen die Garung steigern, alle, die ihn 
vermindern, hemmen die Garung. 

Wird die gerade in Garung befindliche Hefe zentrifugiert und die 
klare Fliissigkeit im Vakuum eingedampft, dann mit Ather extrahiert, 
der Extrakt mit Wasser aufgenommen, so bleibt eine geringe Menge 
Substanz, die Kupfersulfat in Natronlauge mit blauer Farbe lést und 
Ammoniak enthalt. Reduktion war nicht nachzuwcisen, wenn auch 
statt Riibenzucker Traubenzucker verwandt wurde. Bei der kleinen 
Menge Substanz war eine weitere genaue Untersuchung nicht méglich. 
Die niichste Tabelle zeigt den EinfluB von Temperatur und Zucker auf 
die N-Ausscheidung der Hefe. 

Je 30 g Hefe werden in 500 ccm Wasser bzw. 5 proz. Zuckerlésung 
aufgeschwemmt, dann sofort NH, und N bestimmt; nach einer halben 
Stunde und anderthalb Stunden wird dasselbe wiederbolt. Zur Be- 
stimmung werden je 50 ccm verwandt. 

















Hefe in Wasser Hefe in Wasser Hefe in Zuckerlésung 
Zeit i 150 bei 30° bei 15° 
NH,  GesamtN NH; | GesamtN NH; | Gesamt-N 
Sofort ....]|} 0,0 03 | O1 | 06 0,15 0,6 
Nach |), Std. . | 0,1 0,6 O15 | 0,8 0,1 08 
Nach 1), S8tdn. || 0,1 0.7 | O 08 0,1 0,7 


Die Hefe wurde. vorher gewaschen und dann gepreBt, bis sie wieder 
halbfest wurde; zum Versuch wurde sie erst einige Stunden nach Ablauf 
der Pressung verwandt, weil die frisch gewaschene Hefe schneller 
garbereit ist. Eine kleine Menge N ist wohl nicht auswaschbar, sie 
erscheint unter den 0,3 Gesamt-N in der dritten Spalte der Tabelle. 
Wie schon erwihnt, wird die N-Ausscheidung durch eine Temperatur- 
erhéhung oder Zusatz von Zucker beschleunigt und vermehrt. 

Durch Wegnahme des ausgeschiedenen N wird die Girung vor- 
iibergehend bis um 50 Proz. verringert; Zusatz des weggenommenen N 
bewirkt schnelle Wiederherstellung der friiheren Garkraft. Wird aber 
das erste Waschwasser zugesetzt, dann entsteht eine Hemmung, da 
wahrscheinlich von der friiheren Garung hemmende Bestandteile sich 
darin befinden. Eine Beschleunigung durch einen Uberschu8 von Gar- 
wasser war ohne Erfolg. Ich méchte zur Technik der N-Bestimmung 
noch bemerken, daB ich die Hefe haufig bewegte, um médglichst viel 
N in die Fliissigkeit zu bekommen, auch darf die Hefe nicht zu kon- 
zentriert sein. War Zucker beigegeben, so verschwand beim richtigen 
Einsetzen der Garung ein Teil des N, besonders vom NH;. Das deutet 
darauf hin, da8 mit dem Zucker ein Teil des N in die Zelle geht, um dann 





PON A AL OLLIE LGA LIED 6 a es 


rte toms 


2 eee 
OE oO nae aeietiienadend aun eaten ee 











Ce er ae 











Hefegarung. IV. 151 


von neuem den Kreislauf zu beginnen. Wird der ausgeschiedene N durch 
Ammonsalz ersetzt, so wird die entstandene Hemmung nicht behoben. 

Es war daher zu untersuchen, welchen EinfluB das Coferment auf 
Ammonsalz + Zucker hat. 


Versuch mit Coferment. 
Das Coferment wird aus toluolisierter, leicht getrockneter Bierhefe 
hergestellt. Bei der Destillation mit Ammoniak enthalten 30 ccm 
Coferment 3,55 n/10 NH,. Traubenzuckerlésung hat 6,4 Proz. Zucker. 





NH, Zucker 

Proz. 

Zuckerlésung 50 ccm + 50ccem Wasser . a -- 3,25 
s » +50 , Coferment ... 3.5 3,1 
Coferment 50 + 5,6 n 10 NH,-Formiat. ... . 9.1 —_ 
- 50 + 5,6 n/l0 NH,-Jodid...... 9,05 — 
r 49 + 50 Zucker+ Formiat ..... 8.6 3.0 
i. 49 + 50 | MA + 66 « & "s 88 3.0 


Wird Coferment mit Zuckerlésung zusammengebracht, so wird 
ein kleiner Teil des im Coferment enthaltenen Ammoniaks gebunden, 
und der Zucker nimmt um 0,15 Proz. ab. Wird Coferment mit Ammon- 
salzen zusammengebracht, so bleibt die Summe des Ammoniaks frei 
abdestillierbar. Werden dagegen Zucker, Coferment und Ammonsalz 
zusammengebracht, so nimmt der Zucker um 0,25 Proz. ab, ebenfalls das 
Ammoniak. Es ist daher sicher anzunehmen, da8 durch das Coferment 
eine Umanderung des Ammoniaks mit dem Zucker zusammen erfolgt. 

Palladin, Iwanojf, Kostytschew, Brilliant nahmen an oder hatten als 
sicher eine Bindung von Ammoniak mit Zucker gefunden. Der ProzeB 
ging bei Zugabe von Hefeautolysat schneller vonstatten als ohne dasselbe. 
Hier findet eine ahnliche Bindung statt, und es ist nicht von der Hand zu 
weisen, daB sie auch in der Hefe vorkommt. Das Goferment als solches 
tritt dabei aber nicht in die AuBenfliissigkeit, so daB der Einflu8B der Ammon- 
salze auf die Hefegarung sich nicht in dieser Weise auBert. 

Das Hexosediphosphat von Harden und Young legt die Frage nahe, 
ob die Hefe nicht imstande ist, mit anderen Sauren als mit der Phosphor- 
siure Ester zu bilden. Zwar kommt dann die Frage, ob es fiir die Hefe 
zweckmaBig wire, solche Ester zu bilden, da sie Hexosediphosphat nicht 
vergiren kann, aber auch nicht garunwirksam wird (Harden, Neu- 
berg). Nach Paine ist es lipoidléslich, was aber Maclean verneint. 
Paine selbst findet, daB Hexosediphosphat in maBiger Konzentration 
kaum durchgdingig ist; in starkerer Konzentration dringt es nach 
einigen Stunden ein, aber die Hefe giart nicht mehr. Aber es ist 
mégiich, daB ein Hexosemonophosphat sich bildet, das _ sich 
anders verhalt. Wird zu Coferment + Zucker Ammoniumoxalat 
zugesetzt, dann fallt nach 2 Stunden auf Zusatz von Calciumchlorid 
kein Oxalat aus, wahrend ein sofortiger Zusatz einen reichlichen Nieder- 
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schlag hervorruft. Dasselbe gilt fiir Ammoniumphosphat; auch hier 
entsteht nach zweistiindigem Stehen kein Niederschlag auf Magnesia- 
mixtur, wihrend sofortiger Zusatz einen Niederschlag hervorruft. Bei 
Ammoniumchlorid, -sulfat, -rhodanid ist keine Veresterung, oder was 
wahrscheinlicher ist, keine Komplexbildung méglich. Letzteres ist 
sicher anzunehmen, da die Bindung von Phosphat und Oxalat leicht 
reversibel ist. Nach kurzer Zeit beginnt nach Zusatz von Calcium- 
cblorid sich ein allmahlich starker werdender Niederschlag zu bilden. 
Es gelang mir nicht, den Oxalatkomplex als solchen zu isolieren. 

Es war dann noch zu untersuchen, ob der von der Hefe aus- 
geschiedene und ihr entzogene Stickstoff nicht teilweise durch Ammon- 
salze zu ersetzen war. Bei der Untersuchung von gewoéhnlicher Hefe 
war kein Erfolg nachzuweisen. Die beiden nachsten Versuche sollen 
zeigen, ob bei leicht geschadigter Hefe die Ammonsalzwirkung in der- 
selben Stirke auftritt. Wie Kuler nachwies, gibt solche Hefe ihr 
Coferment leichter ab; daher wurde im Parallelversuch eine einmal aus- 
gewaschene Hefe benutzt. Es zeigte sich, daB die Wirkung von Ammon- 
salzen auf solche leicht getrocknete Hefe schwicher ist als frither. Nur 
das Phosphat arbeitet besser, ebenfalls das Chlorid. Bei der getrockneten 
und gewaschenen Hefe ist eine-Hemmung bei der Kontrolle festzustellen. 
Bezogen auf die eigene Kontrolle arbeiten die Ammonsalze wie bei der 
nicht gewaschenen Hefe; wird aber Ammonsalz mit Ammonsalz ver- 
glichen, so arbeiten die Salze bei der gewaschenen Hefe schlechter. 
Nur das Formiat arbeitet spiter besser. 

Es wurde dann noch ein Versuch gemacht, die Wirkung des Insulins 
als Ersatz fiir den entfernten Hefestickstoff zu benutzen. Anstatt des 
erwarteten Ausgleichs trat eine Hemmung ein. Ahnliches ist auch beim 
Zusatz zu Ammonsalzen zu bemerken, wie die Tabelle mit Insulin 
zeigt. Die Steigerung durch Ammonacetat wird etwas gehemmt. 


100 g leicht getrockneter Bierhefe, 400g Zucker, 8000 g Wasser werden der 
einstiindigen Garung iiberlassen und auf zehn Flaschen verteilt. Flasche 1 
wird Kontrolle, Flasche 2 erhaélt 1g, Flasche 3 erhalt 2 g Ammonium- 
citrat, Flasche 4 erhalt lg, Flasche 5 erhalt 2g Ammoniumbenzoat, 
Flasche 6 erhalt 1g, Flasche 7 erhailt 2g Ammoniumformiat, Flasche 8 
erhalt 2g Ammoniumoxalat, Flasche 9 erhaélt 2g Ammoniumchlorid, 
Flasche 10 erhalt 2g Ammoniumphosphat. Temperatur 20°. 
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. Sg es a a a of 4 OT we 
11550 bis 12815’ | 60 | 67 | 70 | 20 11 | 81 | 64! 45 5840 
130 , 38’ 60 92 98 | 37 | 20 6% 26/75 Tl | 9 
246 | 54 60 | 88 | 90 | 46 | 28 | 90 98) 85 80 | 105 
346 | 54 60 | 88 | 90 | 50 32 88 | 100 88 | 102 
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Bierhefe wurde nach liangerem Waschen an der Luft getrocknet, dann 
in der oben beschriebenen Weise behandelt. Bei den ersten drei Salzen 
wurden zwei Konzentrationen angewandt. Beim Citrat tritt eine langsam 
ansteigende Erhéhung der Kohlensaéureproduktion auf, die optimal durch- 
schnittlich 60 Proz. erreicht. Beim Benzoat ist eine starke Hemmung zu 
verzeichnen, die auch bei der kleineren Dosis die Norm nach 5 Stunden 
nicht erreicht. Beim Formiat tritt bald eine Steigerung auf, die bei der 
kleineren Dosis schneller steigt, bei der gréBeren langsamer, dafiir aber 
optimal 70 Proz. erreicht. Oxalat hemmt zu Beginn, steigert durchschnitt- 
lich erst um 35 Proz., spiter bis zu 60 Proz. Chlorid weist eine langsam 
steigende Erhéhung auf, die bis zu 60 Proz. geht. Phosphat steigert nach 
anfainglicher Hemmung optimal um 80 Proz. 

Ergebnis. Citrat, Formiat, Oxalat, Phosphat steigern um 80 bis 
100 Proz. Chlorid zeigt eine fortschreitende Steigerung bis 60 Proz., Benzoat 
hemmht stark. 


100g leicht getrockneter Bierhefe werden mit 200 ccm Wasser versetzt und 
nach einer halben Stunde durch feine Leinwand filtriert. Das Filtrat ist 
klar. Der feuchte Riickstand wird mit dem Tuch in 8000 cem Wasser und 
400 g Zucker gebracht, 1 Stunde der Garung iiberlassen, dann auf 10 Flaschen 
verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, Flasche 2 erhalt 1g, Flasche 3 erhalt 
2g Ammoniumcitrat, Flasche 4 erhalt 1 g, Flasche 5 erhalt 2g Ammonium- 
benzoat, Flasche 6 erhalt 1g Ammoniumformiat, Flasche 7 erhilt 2g 
davon, Flasche 8 erhaélt 2 g Ammoniumoxalat, Flasche 9 erhalt 2 g 
Ammoniumchlorid, Flasche 10erhalt 2g Ammoniumphosphat. 
Temperatur 20°. 
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11h50 bis 12h15’' 40 54 53 16 ll 43 40 12 28 5 
130 , 38’ 44 76 84 40 25 91 90 «658 46 53 
246 , 54 46 7 85 44 30 98 98 86 75 77 
346 . 54 55 380 86 52 38 100 108 | 95 82 85 


Dieser Versuch ist mit dem vorigen gleichzeitig angestellt worden, es 
ist die gleiche Hefe, mit dem Unterschied, daB sie einmal gewaschen wurde. 
Die extrahierte Hefe wird mit b bezeichnet, die andere mit a. Kontrolle b 
arbeitet um 33 Proz. schlechter als Kontrolle a. Im Laufe des Versuchs 
tritt Erholung ein, aber erst nach 5 Stunden wird dieselbe Héhe wie bei a 
erreicht. Im Vergleich zur Kontrolle b arbeiten die Salze b genau wie bei a. 
Wird aber die erreichte Steigerung auf Kontrolle a bezogen, dann arbeiten 
sie mit Ausnahme des hemmenden Benzoats schlechter. Im Durchschnitt 
bleiben sie zu Beginn um 20 bis 40 Proz. zuriick. 


Ergebnis. Extrahierte Hefe bleibt in der Garung anfanglich bis um 
30 Proz. zuriick. In ahnlicher Weise bleibt die Steigerung durch Ammon- 
salze zuriick. 
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Versuch mit Insulin, Ammoniumacetat, Ammoniumphosphat. 


100 g Hefe, 250 g Zucker, 6300 g Wasser werden der zweistiindigen Garung 

iiberlassen und auf sieben Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, 

Flasche 2 erhalt i g Ammoniumacetat, Flasche 3 erhalt 1 g Ammonium- 

phosphat, Flasche 4 erhalt 0,5 g Ammoniumacetat + 0,5 g¢ Ammonium- 

phosphat, Flasche 5 bis 7 erhalten je dasselbe + je 0,8 cem Insulin = 16 Ein- 
heiten. Temperatur 20°. 








Zei Kon- A Acetat Phosphat | , Acetst 
Zeit trolle | Asetat Phospbat + Phosphat| + Insulin | + Insulin | *,"Rospbet 
) 
12h]4 bis 20’ 45 | s2 | 78 58 | so | 110 100 
1243 . 48 45 | 85 | 68 7 | 7 | 68 68 
157 , 202) 45 | 100 66 7 «|| «(9 66 70 
301 , 08’ 45 | 106 | 58 68 | 93 60 67 


Ammoniumacetat in der Dosis von 1 g steigert die Wirkung der Garung 
in der ersten Zeit um 90 Proz., Ammoniumphosphat um 55 Proz., 0,5 g 
Ammoniumacetat + -phosphat steigern zu Beginn weniger als die beiden 
ersten, erreichen aber schnell 55 Proz. Erhalt Acetat Insulin, so wird die 
Wirkung des Acetats um 20 Proz. geringer, beim Phosphat zeigt das Insulin 
nur eine Steigerung zu Beginn, die bis 100 Proz. geht. Dasselbe findet sich 
bei der letzten Kolonne; diese arbeitet aber spaiter um 10 Proz. weniger 
als die Flasche ohne Insulin. 


Ergebnis. Insulin hemmt die Steigerung der Garkraft durch Acetat, 
steigert die Triebkraft durch Phosphat um 100 Proz. 


N-Bestimmung bei Wasser- und Zuckerhefe. 


Von zwei Serien zu je sechs Flaschen erhalten die einen 800g Wasser, 

die anderen 800g 5proz. Zuckerlésung mit je 15g Hefe. Jede Serie hat 

eine Kontrolle, die fiinf anderen Flaschen erhalten jede eine anderes Ammon- 

salz in einer solchen Menge, da in 20 cem Garfliissigkeit 5,8 mg N enthalten 

sind. Nach der Mischung und nach 5 Stunden wird ein Teil der Garfliissig- 

keit zentrifugiert und in 20 ccm der N bestimmt. Die unten angegebenen 
Zahlen bedeuten mg N in 20cem. Temperatur 22°. 





Nach 10 Minuten Nach 300 Minuten 
Wasserhefe Zuckerhefe § W: thef } Zuckerhefe 








: Bsn) rane 
- Kontrolle .... 0,35 0,6 0,9 


1 0,7 
R Chlotid ... 6s 5,9 5,4 6,6 5,9 
DB, Gels on se 6,0 5,5 6,7 5,9 
4. Carbonat. .... 6,2 5,2 6,7 42 
OS ee 6,0 5,3 6,5 3,7 
6. Phosphat .... 6,2 5,1 6,1 3,8 
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Hefe mit Zucker scheidet schneller N aus; 5 Stunden spéater 
hat die Hefe ohne Zucker mehr N_  ausgeschieden. Wird zur 
Zuckerhefe Ammonsalz hinzugefiigt, so verschwindet ein Teil sofort 
aus der Lésung. Bei Chlorid und Sulfat findet sich nach 5 Stunden 
bei der Wasser- und der Zuckerhefe mehr N. Die Zunahme bei 
der Wasserhefe entspricht ungefihr der Zunahme bei der Kontrolle. 
Zugenommen haben ebenfalls nach 5 Stunden Carbonat und Acetat 
bei der Wasserhefe, waihrend Phosphat ungefaihr ebensoviel N hat 
wie bei Beginn. GroBe Unterschiede zeigen sich bei Zuckerhefe mit 
Carbonat-, Acetat-, Phosphatzusatz. Hier hat die Garfliissigkeit sehr viel 
N verloren. 

Zur sicheren Erforschung des N-Stoffwechsels war es nétig, gleichzeitig 
Ammoniak- und Gesamt-N-Bestimmungen zu machen. 


Ammoniak- und Stickstoffgehalt im Hefewasser. 


Vier Flaschen erhalten je 20g Hefe und 850g Wasser. Flasche 1 erhialt 
keinen Zusatz, Flasche 2 erhalt 8g Zucker, Flasche 3 erhalt 1,86 ¢ 
Ammoniumacetat mit 338,6 mg N, Flasche 4 erhalt 1,86 g¢ Ammonium- 
acetat + 8g Zucker. Nach 15, 60 und 180 Minuten werden 120 ccm 
Hefewasser zentrifugiert, davon je 50 ccm zur Ammoniak- und Stick- 
stoffbestimmung verwandt. Die Tabelle ergibt den N-Gehalt in 
50 cem. Der N-Gehalt des zugesetzten Ammoniumacetats in 50 ccm 
entspricht 19,9 mg. 





Zeit : Nach 15 Minuten Nach 60 Minuten Nach 180 Minuten 


N-Gehalt: NH | GesN ResteN NH; | Ges«N | Reste(N NH, Ges»N Rest-N 


a 
l. Hefe. . . .. | 01] 04 | 03 | 02] O8 | 06 | Ol) O08 07 
2, + Zucker) 02) 08 06 01 08 07 01) 09 08 
3. , +199N 193 203 | 10 196 211 15 20/213 13 


4. , +199N 
+ Zucker. . . 183) 195 | 12 |169/ 180 | 11 | 160) 172 | 12 


Aus dieser Tabelle geht hervor, da8 Zucker und Ammonsalz auf die 
N-Ausscheidung der Hefe beschleunigend und vermehrend wirken. Dazu 
wird ein Teil des zugefiigten Ammoniaks sofort resorbiert; wenn Zucker 
vorhanden ist bedeutend mehr. Die Hefe 3 gibt ihren aufge- 
nommenen Ammoniak N wieder ab, wahrend die Hefe 4 fortgesetzt 
weiter aufnimmt. 


Ergebnis. Die N-Ausscheidung der Hefe wird beschleunigt und vermehrt 
durch Zusatz von Zucker und Ammonsalz. Hefe ohne Zucker nimmt vor- 
iibergehend aus der Filiissigkeit Ammoniak auf, gibt es aber wieder 
ab. Hefe mit Zucker nimmt der Géarung entsprechend Ammoniak 
fortgesetzt auf. 
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Verteilung von Ammoniak-N und Rest-N in der Garjliissigkeit. 
50 g Hefe, 2800 g Wasser, 20 g Zucker werden nach 10 Minuten Umriihren 
auf vier Flaschen verteilt. Flasche 1 wird Kontrolle, Flasche 2 erhalt 2,0 ¢ 
Ammoniumchlorid mit 432mg N, Flasche3 erhalt 2,4g¢ Ammonium- 
acetat mit 240mg N, Flasche 4 erhalt 2,4g Ammoniumphosphat mit 
249mg N. Temperatur 20°. Gleich nach der Mischung werden je 30 ccm 
Fliissigkeit zentrifugiert und in je 10ccm der Ammoniakgehalt durch 
Destillation mit Magnesiumoxyd und ebenfalls in je 10 ccm der Gesamt- 
stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. Nach1 und 3 Stunden wird das 
Ganze wiederholt. Die Zahlen geben mg N in 10 ccm Filiissigkeit an. Die erste 
Zahl gibt die mg N, die zugesetzt wurden und sich in 10 ccm befinden. 





Zeit: Sofort Nach 1 Stunde Nach 3 Stunden 





N-Gehalt: Zuges. N| NH, | Ges..«N Rest-N| NHg |Ges.-N| Rest-N NH, Ges.N Rest-N 


1.Norml... — (02) 0.7 | 05 (01) O8 | 07 O1 | 07 | 06 
2.Chiorid... 62 60) 69 | 09 56, 69 13 59 74 | 15 
3. Acetat...) 34 | 28 | 32 | O4 | 24) 32 | O8 (22) 28 | 06 


4. Phosphat.. | 3,6 | 34) 39 | 05 | 25) 34 | 09 (25) 31 | 06 
Garkraft in der entsprechenden Zeit. 
Flasche 1 . 25 25 25 
me mia 47 32 33 
- 7. 70 63 20 
= 4. 56 62 22 


Im Verlauf der Garung verschwindet ein Teil des ausgeschiedenen 
NH,. Aus zugesetztem Ammoniumchlorid wird ebenfalls NH, aufgenommen, 
doch wird es teilweise wieder frei. Auffallend ist der hohe Rest-N beim 
Chlorid. Vom Acetat wird fortgesetzt N aufgenommen, in 3 Stunden bis 
35 Proz., ebenfalls vom Phosphat bis 30 Proz. Der Rest-N der beiden 
letzten Flaschen unterscheidet sich vom Rest-N der Norm nicht viel. Die 
ebenfalls angegebene Garkraft weist auf einen Zusammenhang mit dem 
Stickstoffumsatz: Die Steigerung durch Ammonphosphat und -acetat 
steht in Beziehung zum aufgenommenen Ammoniak, die Steigerung durch 
Ammonchlorid steht in Beziehung zum Rest-N. 


Permeabilitat von Ammonsalzen fiir Bierhefe. 
Je 30g Bierhefe werden mit je 500ccm Wasser zu einer feinen Auf- 
schwemmung verriihrt, im ganzen werden sechs Flaschen genommen. 
Flasche 1 wird Kontrolle, die iibrigen Flaschen erhalten so viel Ammonsalz, 
daf in je 50 ccm 5,5 n/10 NH, enthalten ist, Flasche 2 erhalt Ammonium- 
benzoat, Flasche 3 erhalt Citrat, Flasche 4 erhalt Formiat, Flasche 5 erhalt 
Jodid, Flasche 6 erhalt Phosphat. Nach 10 Minuten und nach 3 Stunden 
werden je 120¢cm zentrifugiert, 50ccm dienen zur Bestimmung des 
Ammoniaks und 50 ccm zur Bestimmung des Gesamt-N. 














| Nach 10 Minuten Nach 3 Stunden 
ri NH, _| Gea-N | Reo | Nita_| Gea-N | Rest 


Flasche | normal .... 0,00 | 045 | 045 | 01 0,55 0,45 
5,4 0,35 | 4,9 5,5 0,6 
| 





3Citrat..... | 49 | 56 | 07 495 | 565 | 0,7 
4 Formiat.... | 465 | 5,7 | 1,05 | 52 6,05 0,85 
5 Jodid..... 555 | 59 | 035 | 535 615 08 
6 Phosphat ... 5,6 62 | 06 5,7 63 | 06 


” 
” 
” 
” 
” 
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Die Hefe scheidet nach kurzer Zeit 0,45 n/10 N aus, nach 3 Stunden 
0,55. Bei der ersten Portion lieB sich durch Magnesiumoxyd kein Ammoniak 
iiberdestillieren, wihrend in der zweiten 0,1 als NH, enthalten war. Beim 
Zusatz der Ammonsalze ist es auffallig, wie schnell ein Teil des Ammons in 
die Zellen geht. Jede Flasche hat 5,5 n/10 NH, bekommen; nur das Jodid 
weist denselben Betrag auf. Formiat und Phosphat haben 0,85 bzw. 0,9 
abgegeben, wahrend das Benzoat und das Citrat ungefaihr die Halfte davon 
abgegeben haben. Anders verhilt es sich mit dem von der Hefe abgegebenen 
N. Benzoat und Jodid weisen etwas weniger auf als die Norm. Citrat 
und Phosphat haben beinahe das Doppelte der vorigen Salze, wahrend 
Formiat das Dreifache aufweist. Nach 3 Stunden sind die Zahlen etwas 
anders. Das Ammoniak von Benzoat, Citrat und Phosphat ist ungefahr 
dasselbe geblieben, Jodid hat etwas abgenommen, Formiat zu. Auch der 
Rest-N hat sich geaindert, die groBen Differenzen haben sich ausgeglichen, 
doch enthalten alle Ammonflaschen mehr Rest-N als die normale. 


Permeabilitadt von Ammonsalzen fiir Bierhefe bei Zucker. 


Fiir sechs Flaschen werden je 30g Bierhefe in 500g 5proz. Zuckerlésung 
verriihrt. Flasche 1 wird Kontrolle, die iibrigen Flaschen erhalten so viel 
Ammonsalz, daB in 50cem Garfliissigkeit 5,5 n/10 NH, enthalten ist. 
Flasche 2 erhailt Ammoniumbenzoat, Flasche 3 erhalt Citrat, Flasche 4 
erhalt Formiat, Flasche 5 erhalt Jodid, Flasche 6 erhalt Phosphat. Nach 
10 Minuten, nach 1 Stunde, nach 14 Stunden werden je 120 ccm zentri- 
fugiert, 50 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniaks, 50 ccm zur Be- 
stimmung des Gesamt-N. 











Zeit: Nach 10 Minuten Nach 1 Stunde Nach 14 Stunden 
Normal: NH | Ges»N| Rest-N| NH, | GesN| Rest-N| NH, Ges-N | Rest-N 





Normal ..... 0.15 06 045 010 040 03 O01 07 06 
Benzoat. .... 435 °60 165 (49 585 095 495 59 0,95 
kl Opes 5,65; 7.2 | 155 |385 440 055 125) 20 0,75 
Formiat. .... °33 | 43/10 |31 | 335 025 08 | 15 | 07 
peer 53 | 59/106 |51 59 O08 (24 35 1) 
Phosphat .... 4,7 | 53 | 06 |315/33 015 14 24) 10 


Die Kontrolle weist sofort mehr Rest-N auf, als die vorige ohne Zucker, 
dazu zeigt sich Ammoniak. Im Laufe der Garung nimmt das Ammoniak 
etwas ab, auch der Rest-N, der dann am Ende der Garung wieder zunimmt. 
Das schnelle Verschwinden mancher Ammonsalze aus der Garfliissigkeit ist 
hier noch auffalliger als bei dem friiheren Versuch. Am eigenartigsten 
verhalt sich das Citrat, das im Grunde beim vorigen Versuch abnahm, hier 
aber zunimmt. Hier wird es sicher nicht resorbiert, und die Zunahme erkla:t 
sich aus dem Zukommen des Ammoniaks der Hefe. Das Formiat dagegen 
hat sehr viel Ammon verloren. Der Rest-N hat sich bei Benzoat und Citrat 
aufs Vierfache erhéht, bei den anderen etwas weniger, nur das Phosphat 
zeigt keine Zunahme seines Rest-N. Nach einer Stunde weisen Formiat 
und Phosphat den gleichen Stand des Ammon-N auf, daran afischlieBend 
kommt Citrat, wihrend das Benzoat und das Jodid noch einen hohen Stand 
des NH, aufweisen. Beim Benzoat zeigt sich sogar eine Zunahme. Der 
Rest-N zeigt beim Formiat und Phosphat eine Abnahme, ebenfalls beim 
Benzoat und Citrat. Beim letzten Versuch ist ein groBer Teil des Ammoniaks 
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verschwunden, am meisten beim Formiat. Seinen NH, hat das Benzoat 
behalten. Auch der Rest-N zeigt ungefihr einen gleichen Stand, ist aber 
héher als der Rest-N beim normalen. 


Ammoniak- und Stickstofjgehalt der Gdrfliissigkeit von PreBhefe nach Zusatz 
von Ammonsalzen. 


Sechs Flaschen erhalten je 15 g Hefe in 500 g Wasser. Die erste Flasche wird 

Kontrolle, die nichsten erhalten von verschiedenen Ammonsalzen so viel, 

daB in 50ccem Girfliissigkeit 11,0 n/10 NH, enthalten ist. Nach 10 Mi- 

nuten und 180 Minuten werden je 120 cem zentrifugiert und davon je 50 cem 

zur NH,- und Gesamt-N-Bestimmung verwandt. Die angegebenen Zahlen 
bedeuten n/10 Lésung. 





Zeit: Nach 10 Minuten Nach 180 Minuten 





NeArt: NH3 | Ges»N | RestN NH 3 | Ges»N | ResteN 
.. Memitels .... 2. . 0,1 0,35 0,25 0.2 | 065) 045 
Cee ow Sk 11,05 11,40 035 | 102) 110 | 08 
Din SG aks a & Ll | 115 |) (04 103 | 110 |) 07 
SS ee ee 110 §=6« 1145 045 |, 108 | S| C87 
ee | ee eer 110 | 113) 03 108 | 117 | 09 
Rin ail Se. at aeve 112 | 115 03 110 | 11,65 0,65 

Dieselbe Bestimmung mit 1 proz. Zuckerlésung. 

OT ara | O2 | O6 | O4 01 | 06 | O05 
2. Carbonat |... ... i} 101 | 1075/ 065 | 84| 88 | 04 
eA RE PE se 100 = 10,7 | 07 85 | 88 | 03 
4. Phosphat ....... | 105 113 | 08 87 | 92 | 05 
ES oo, 5% wacoeee | 108 1145 0,65 96 995 | 035 
Cs 5.5 4.2.4. s | 110 | 115 | 07 95 | 99 | 04 


Ohne Zuckerzusatz dringen in starkerem MaBe Carbonat und Acetat 
in die Zelle ein; Phosphat, Chlorid, Sulfat dringen kaum ein. Deutlich ist 
die Vermehrung des Rest-N durch Ammonsalze zu sehen. 

Mit Zuckerzusatz andern sich die Verhaltnisse. Carbonat, Acetat 
dringen sofort ein, auch Phosphat beginnt einzudringen; Chlorid und Sulfat 
zeigen eine geringe Abnahme. Es bietet sich ein ahnliches Bild, wie bei 
der ersten Tabelle nach 180 Minuten. Bei der Zuckerhefe haben sich die 
Verhialtnisse zu dieser Zeit ganz verschoben: Carbonat, Acetat, Phosphat 
haben iiber 20 Proz. ihres Ammonstickstoffs an die Zelle abgegeben, Chlorid 
und Sulfat aber nur 12 Proz. Phosphat wird von der Zelle ohne Zucker 
geringfiigig aufgenommen, dagegen mit Zucker genau wie Acetat und 
Carbonat. AuBerdem ergibt sich, da8 bei Zuckerzusatz alle Ammonsalze 
relativ besser von der Zelle aufgenommen werden. 

Es wird bestatigt, daB die Hefe N nach auBen abgibt. Dieser N wird 
schneller und vermehrt abgegeben bei Zusatz von Zucker, Ammonsalzen 
und héheref Temperatur. Dazu wurde die Abscheidung einer kleinen Menge 
Ammoniaks beobachtet. Ebenfalls wurde bestatigt, daB nach Wegnahme 
dieses N die Garung langsamer einsetzt. Dieser N steht anscheinend im 
Zusammenhang mit dem Eintritt der Garung; die Triebkraft der Hefe ist 
der Ausdruck seiner Wirkung. Um vorlaufig eine Vorstellung der Wirkung 
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zu haben, nehme ich an, da8 die Hefe durch Beriihrung mit Fliissigkeit zur 
Ausscheidung des N angeregt wird. Die oben erwahnten Substanzen und die 
Temperatur kénnen den Vorgang beschleunigen und vermehren. Es lag 
nahe, das mitausgeschiedene Ammoniak in Beziehung zur Ursache der 
Steigerung durch Ammonsalze zu bringen. Das hat sich nicht bestatigt. Spuren 
von Ammonsalzen wirken kaum, nur Konzentrationen von mindestens | Prom. 
bringen die hohe Steigerung hervor. AuBerdem tritt im Verlauf der Garung 
eine feste Bindung des ausgeschiedenen NH, auf, sobald Zucker zugefiigt 
wird. Es ist auch merkwiirdig, daB die Steigerung durch Ammonsalze bei 
héherer Temperatur kleiner wird und bei niederer Temperatur gréBer. 
Dies spricht fiir einen besonderen Ablauf dieser Steigerung. Die 100 Proz. 
steigernden Ammonsalze dringen, ausgenommen das Phosphat, auch 
ohne Zucker in die Zelle. Dies spricht dafiir, da8 nicht die Aufnahme 
der Ammonsalze durch die Zelle es ist, die die Steigerung bewirkt dann 
ware die Steigerung durch Phosphat nicht zu verstehen —, sondern es dringt 
in die Zelle eine komplexe Verbindung ein, durch die es auch den Phosphaten 
méglich ist, in die Zelle einzudringen. 


Im Laufe der Garung kommt sicher nicht mehr verwendbarer Stickstoff 
zur Ausscheidung, was mit den Anschauungen und Befunden Mayers und 
Rubners iibereinstimmt. Fiir die Richtigkeit meiner Gedankenginge spricht 
Mayers Ergebnis, da8 frisches Hefewasser die Garung férdert und Hefe- 
wasser, in dem eine Garung stattgefunden hat, die Garung hemmt. 


Versuch mit Lebedewsajt. 


Zu je 10 ccm Saft kommen 4g Zucker. Dazu erhalt Flasche 2 50 mg Am- 

moniumchlorid, Flasche 3 50mg Ammoniumbenzoat, Flasche 4 50 mg 

Ammoniumoxalat, Flasche 5 50 mg Ammoniumphosphat, Flasche 6 50 mg 

Ammoniumformiat, Flasche 7 50mg Kaliumphosphat. Saft und Lésung 

werden auf eine Wasserstoffionen-Konzentration von py = 6,4 eingestellt. 
Temperatur 20°. 





Zeit Kontrolle Chlorid Benzoat Oxalat Phosphat | Formiat K-Phosphat 
Nach I Stde. 13 | 13 2 | 7 15 12 i4 

5 Stdn. 29 | 2% ws ) 3 34 26 32 

ae 50 44 45 | 16 60 46 55 


Aus diesem Versuch geht hervor, da8 die Ammonsalze keine Steigerung 
der Saftwirkung hervorrufen; das Oxalat hemmt stark, es entwickelt nur 
den dritten Teil der Leistung von der Norm. Der Saft zeigt eine deutliche 
Triibung, die von einer Kalkfallung herriihrt. Das Ammoniumphosphat 
und das Kaliumphosphat, die durch entsprechende Mischung ihrer priméren 
und sekundiren Salze auf die entsprechende p,-Konzentration gebracht 
wurden, rufen eine Steigerung um 20 bzw. 10 Proz. hervor. Beim Versuch 
mit kleineren Dosen Ammonsalz bleibt die Wirkung dieselbe. Nur ist die 
Hemmung, die bei den Ammonsalzen nach einiger Zeit eintritt, bei den 
kleineren Dosen nicht vorhanden. 


Ergebnis. Ammonsalze rufen beim Lebedewsaft keine Steigerung 
hervor, abgesehen von dem phosphorsauren Salz. Das oxalsaure Salz wirkt 
schadigend durch Fallung der Calciumionen. 
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Versuch mit Lebedewsajt. 


Jede Flasche erhalt 10 ccm Saft, dazu kommen je 4g Zucker. AuBerdem 

erhalt Flasche 2 50mg Ammoniumchlorid, Flasche 3 50 m+ Ammonium- 

benzoat, Flasche4 50mg Ammoniumoxalat, Flasche5 50mg Am- 

moniumphosphat, Flasche 6 50mg Ammoniumformiat, Flasche 7 50 mg 

Kaliumphosphat. Saft und Lésung werden auf eine Wasserstoffkonzentration 

von pq = 6,0 eingestellt. Temperatur 20°. Die Ablesung geschah, sobald die 
Norm weitere 5ccm erreicht hatte. 





| 











Kontrolle | Chlorid | Benzoat Oxalat | Phosphat | Formiat K-Phosphat 
5 6 6 2 10 5 9 
25 2° | 2 50 23 48 
50 44 45 2 82 4l 71 


Auch hier zeigt sich beim Zusatz von Ammonsalzen keine Steigerung, 
héchstens beim Chlorid und Benzoat zu Beginn eine kleine, die aber wie beim 
Formiat bald in eine Hemmung von ungefahr 10 bis 15 Proz. iibergeht. Das 
Oxalat zerstért die Saftwirkung vollkommen. Dagegen steigern Ammonium- 
und Kaliumphosphat wie im vorigen Versuch, nur bedeutend héher, bis 
100 Proz. zu Beginn. Der Unterschied zum vorigen Versuch beruht zum 
Teil auf einer geringen Anderung der pg (6,4 und 6,0); ich habe aber auch 
festgestellt, daB es nicht médglich ist, einen vollkommen gleichwirkenden 
Saft zu verschiedenen Zeiten zu bekommen. 


Ergebnis. Ammonsalze sind ohne steigernde Wirkung auf Lebedewsaft, 
ausgenommen das phosphorsaure Salz. Das oxalsaure Salz lést eine voll- 
stindige Hemmung aus. 

Beim Riickblick ist folgendes festzustellen: 

1. Der Lebedewsaft wird durch Zusatz von Ammonsalzen, abgesehen 
von den Phosphaten, in seiner Wirkung nicht gesteigert. Mit BuchnerpreB- 
saft zu arbeiten, war aus duBeren Griinden nicht méglich, doch wird der 
Lebedewsaft bevorzugt wegen des Fehlens von Selbstgaérung. In beiden 
Saften sind fiir meine Untersuchungen die EiweiSspaltprodukte hinderlich, 
da sie eine Wirkung der zugesetzten Ammonsalze iiberdecken kénnen. 
Derselbe Einwand trifft auch fiir die Phosphate zu, die aber trotzdem wirk- 
sam sind. Kleinere oder gréBere Dosen von Ammonsalzen ergaben das 
gleiche Resultat wie bei den angefiihrten Versuchen. So ist mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit anzunehmen, da8B die Ammonsalze auf die Zymase ohne 
Wirkung sind. 

2. Die Ammonsalze dringen verschieden schnell in die Zelle ein. In ge- 
ringem Grade dringen ein: Chlorid, Sulfat, Phosphat, Bromid, Jodid usw., in 
starkerem MaBe: Acetat, Carbonat, Oxalat, Formiat usw. Diese Zusammen- 
stellung entspricht ungefahr der Grijnsschen fiir die Permeabilitat der 
Erythrocyten, wenn nach Hdéber beriicksichtigt wird, da8 Ammonchlorid 
nur eindringt, wenn freies Ammoniak vorhanden ist. Bei den Salzen, die 
nur in geringem Grade eindringen, wird es sich wahrscheinlich um eine Ad- 
sorption der Oberflache handeln. Durch dieses geringe Eindringen wird 
die Triebkraft gesteigert, wahrscheinlich auch die 25proz. Steigerung der 
jirkraft hervorgerufen. Wird Zucker zugesetzt, so dringt viel mehr 
Ammonsalz in die Zelle; auch Ammoniumphosphat wird in gleicher Weise 
wie Ammoncarbonat aufgenommen. Dies spricht dafiir, da® nicht das 
Eindringen der Ammonsalze allein die Ursache fiir die Steigerung um 
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100 Proz. ist, sondern das Eindringen mit Zucker gemeinsam, entweder als 
Ester- oder als komplexe Verbindung. Auch der optimale Eintritt der 
Steigerung bei nur hohen NH,-Dosen spricht dafiir. 

3. Es wird festgestellt, daB durch Salzmischungen, bei denen die Még- 
lichkeit besteht, daB sich ein 100 Proz. steigerndes Ammonsalz bildet, 
dasselbe Resultat erreicht wird wie mit dem reinen Salz, die gleiche Kon- 
zentration vorausgesetzt. Eine Ausnahme bildet eine Mischung mit Phosphat 
und Formiat, die eine Senkung der Steigerung verursacht, waihrend sonst 
ein kleiner Zusatz von Phosphat zum Ammonsalz eine weitere Steigerung 
bewirkt. 

4. Bierhefe zeigt in bezug auf die Steigerung der Gartatigkeit durch 
Ammonsalze im Vergleich mit der PreBhefe verschiedene Unterschiede 


Ergebnis. 

Die Girkraft der PreBhefe wird gesteigert um 80 bis 140 Proz. 
durch Ammoniumphosphat, -carbonat, -oxalat, -citrat, -tartrat, -formiat ; 
um 20 bis 30 Proz. durch Ammoniumchlorid, -sulfat, -bromid, -jodid, 
-nitrat, -magnesiumsulfat, -benzoat, -molybdat, -rhodanid. 

Die Giarkraft der Bierhefe wird durch dieselben Salze gesteigert 
mit folgenden Ausnahmen: Ammoniumbenzoat hemmt stark die Garung, 
und Ammoniumcitrat, das nur in schwachen Dosen auf die PreBhefe 
steigernd und in etwas héheren giftig wirkt, steigert die Gartatigkeit 
der Bierhefe auch in stirkeren Dosen. 

Die Stickstoffausscheidung der Hefe steht im Einklang mit der 
Triebkraft. 

Die Permeabilitiét der Ammonsalze ist ungefahr proportional zu 
der Steigerung der Garkraft, ausgenommen Ammoniumphosphat, das 
eine geringe Permeabilitat aufweist bei einer hohen Steigerung der 
Garkraft. Versuche ergeben, daB die Steigerung wahrscheinlich mit 
einer Komplexbindung von Zucker und Ammonsalzen zusammenhangt. 

Ammonsalze steigern die Wirkung von Lebedewsaft nicht. 

Insulin ersetzt die Cofermentwirkung nicht, hemmt auBerdem 
teilweise die Steigerung durch Ammonsalze. 


' Literatur. 
Boas, diese Zeitschr. 117, 166, 1921. — Effront,C. r. 117, 559; 118, 1420. 
— Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 122. — Grijns, Pfliigers Arch. 
63, 86, 1896. — Hodber, Physik. Chem., Leipzig 1911. — Ad. Mayer, Garungs- 


chemie, Heidelberg 1902. — Neuberg, diese Zeitschr. 88, 252, 1917. 
Paine, Proc. Roy. Soc. Ser. B. 84, 289, 1912. — Palladin und Iwano/f, 
diese Zeitschr. 42, 325, 1921. — Pringsheim, ebendaselbst 3, 145, 1907. 


— Rubner, Ernahrungsphysiologie der Hefezelle bei alkoholischer Garung, 
Leipzig 1913. — Thénard, Ann. d. Chim. 46, 294, 1803 nach Jwano//. 
Maclean, Biochem. Journ. 18, 1273, 1924. 





; Biochemische Zeitschrift Band 175, ll 








Untersuchungen iiber das Vorkommen von Jod in der Natur. 


X. Mitteilung: 
Beitrag zur Geochemie des Jods. 


Von 
Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde. 
(Aus dem Laboratorium des eidgendéssischen Gesundheitsamtes in Bern.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1926.) 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden auf Veranlassung von 
Herrn Prof. Dr. V. M. Goldschmidt in Oslo unternommen. 

Es ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Goldschmidt auch 
an dieser Stelle fiir seine wertvolle Beratung bei der zweckmaBigen 
Auswahl der zu untersuchenden Gesteine und Mineralien zu danken. 

Die untersuchten Materialien stammen zum Teil aus der Sammlung 
des mineralogisch-geologischen Museums (Prof. J. Schetelig), zum Teil 
aus der Sammlung des mineralogischen Instituts der Universitit Oslo 
(Prof. V.M. Goldschmidt). Wir sprechen den beiden Herren fiir ihr 
freundliches Entgegenkommen unseren besten Dank aus. 

Bei der groBen Bedeutung, welche die Verteilung des Jods auf der 
Erdoberflache fiir das pflanzliche und tierische Leben hat, ist es auch 
fiir die Biochemie des Jods von Wichtigkeit, daB die geochemischen 
Grundlagen dieses Elements erforscht werden. 

V. M.Goldschmidt') rechnet das Jod zwar unter Zweifel vorliufig 
zu den lithophilen Elementen, hebt aber hervor, daB es bei der ersten 
Phasenteilung des Erdballs vielleicht gréBtenteils in der Dampfhiille 
angesammelt und dann mit dem Wasserdampf in der altesten Hydro- 
sphire kondensiert wurde. Es miiBten dann die Sedimentgesteine 
reicher an Jod im Verhiltnis zu Chlor sein als die Eruptivgesteine. 

Es war Herrn Prof. Goldschmidt daran gelegen, daB an einigen 
einwandfrei erhobenen Gesteinsproben nachgewiesen werde, ob Jod 
iiberhaupt in den Eruptivgesteinen vorkomme, ob also der lithophile 


1) V. M. Goldschmidt, Geochemische Verteilungsgesetze der Elemente IT, 
Vid. Selsk. Skr. I Oslo 1924, Nr. 4. 
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Charakter des Jods als vollkommen sichergestellt betrachtet werden 
kénne. 

Es handelt sich hier fiir den einen von uns (Th. von Fellenberg) 
um eine Nachpriifung seiner eigenen Resultate; denn er hatte!) bereits 
vor zwei Jahren in Bestatigung der friiheren Resultate von A. Gautier®) 
in Urgesteinen regelmaBig Jod gefunden. Es konnte aber bei jenen 
Untersuchungen der Einwand gemacht werden, daB die Proben nicht 
einwandfrei von fachminnischer Seite erhoben worden waren. Sie 
wurden, wie damals erwahnt worden ist, auf einer Bergtour entweder 
im Geréll zusammengelesen oder an der Oberflache des anstehenden 
Felsens abgeschlagen. Hier wire also immerhin die Méglichkeit vorhanden 
gewesen, daB das Jod von auBen eingewandert wire. Die in der vor- 
liegenden Arbeit analysierten Proben waren in dieser Beziehung ein- 
wandfrei. Aus dem Innern von Gesteinsblécken von 5 bis 10 kg Gewicht 
wurden Stiicke von ungefahr 1 kg herausgehauen und diese von Nor- 
wegen nach Bern transportiert. Hier wurden unmittelbar vor der 
Untersuchung die auBeren Partien abgeschlagen und nur das Innere 
verwendet. Der untersuchte Basalt wurde im Gegensatz zu den anderen 
Gesteinen aus einem gewoéhnlichen Handstiick herausgeschlagen. Auch 
bei den Mineralien entfernten wir stets die auBeren Schichten. Es 
handelt sich in allen Fallen um groBe, einwandfreie Stufen. 

Die Frage, ob die Sedimentgesteine im Verhaltnis zu Chlor jod- 
reicher seien als die Urgesteine, wurde durch diese friiheren Unter- 
suchungen nicht direkt beriihrt, da keine Chlorbestimmungen aus- 
gefiihrt worden waren; hingegen hatte man im allgemeinen bei den 
Sedimenten eher héhere, oft sogar sehr hohe Jodgehalte gefunden. 

Von Interesse war es zu erforschen, ob das im Urmagma vor- 
handene Jod, dessen Existenz wir auch hier wieder mit vélliger Sicher- 
heit feststellen konnten, bei der Differentiation in speziellen Mineralien 
angereichert werde. Man wiirde dabei zunichst an die halogenhaltigen 
Mineralien denken. 

Aus der oben erwaihnten Arbeit Th. von Fellenbergs (|. c. S. 160) geht 
hervor, daB die halogenhaltigen Mineralien sich nicht durchweg durch 
hohen Jodgehalt auszeichnen, obwohl ziemlich hohe Gehalte bei ihnen 
angetroffen werden. Es scheinen vielmehr andere Faktoren fiir die 
Menge des Jods bestimmend zu sein. So erwiesen sich Kupfermineralien, 
und zwar von verschiedenen Vorkommen, mehrfach als sehr jodreich ; 
auch einige Bleimineralien (Pyromorphit, Wulfenit) wiesen groBe Jod- 
gehalte auf. 

Um zu sehen, wie sich die Jodmengen auf die verschiedenen 
Mineralien ein und desselben Vorkommens verteilen, wurden aus den 


1) Diese Zeitschr. 152, 153, 1924. 
2) ©. r. 182, 935. 
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Pegmatiten von Halvorsréd, Raade in Ostfold Mikroklinperthit, Albit, 
Muskovit, Rauchquarz und FluBspat untersucht. 

Bei der Untersuchung ging man im Prinzip gleich vor, wie bei den 
friiheren Untersuchungen von Gesteinen und Mineralien!). Man wandte 
aber méglichst weitgehende VorsichtsmaBregeln an. Zwei Fehler- 
quellen muBten tunlichst ausgeschaltet werden. Man durfte nicht Jod 
finden, welches nicht wirklich in den Gesteinen war, sondern aus den 
Reagenzien stammte; man muBte sich aber auch vergewissern, dab 
mdglichst alles wirklich vorhandene Jod isoliert wurde. Man unterzog 
daher die Methode einer erneuten Priifung. 

Die erstere Fehlerquelle war in unserem Falle die bedenklichere. 
Bei der Analyse der Gesteine muB im Gegensatz zur Jodbestimmung 
in organischen Materialien mit verhaltnismaBig sehr groBen Mengen 
Reagenzien gearbeitet werden. Ein kleiner Jodgehalt in den Reagenzien, 
der in anderen Fallen noch eher hingenommen werden darf, kann hier 
schon recht verhangnisvoll werden. Da absolute Jodfreiheit nicht in 
allen Fillen zu erreichen ist, muBte man den Jodgehalt der so gut wie 
méglich gereinigten Reagenzien jedesmal in Rechnung ziehen. 

Das Prinzip der Methode besteht bei Carbonatgesteinen darin, 
daB man das Gestein in Salzsaure lést, den Kalk mit Kaliumcarbonat 
ausfillt, das Jod mit Alkohol extrahiert und nach geeigneter Isolierung 
kolorimetrisch, bei gréBeren Mengen auch titrimetrisch bestimmt. 

Silikate werden mit Kaliumhydroxyd aufgeschlossen ; die Schmelze 
wird in Wasser gelést, mit Salzsiure angesiiuert und weiter verarbeitet 
wie die Carbonate. 

Die Reinigung der Reagenzien geschah folgendermaBen : 

Kalilauge. Bereits einige Monate vor Inangriffnahme dieser Unter- 
suchungen hatte der eine von uns (Th. von Fellenberg) fiinf verschiedene 
Handelssorten von Kaliumhydroxyd auf Jod untersucht und folgende 
Mengen gefunden: 





. yJ im kg 
Kalium hydricum depuratum Merck ..... 108 
Kalium bhydricum purum Merck . . oe 24 
Kalium hydricum in Stangen, Kahlbaum .. . 28 
Pottasse caustique pur de Haen. . . : 50 
Kaliumhydroxyd techn. in Stiicken, Griesheim . 27 


Wir gében die Jodgehalte als » (Gamma) = 0,001 mg an. 


Da das technische Kaliumhydroxyd ungefahr gleich jodarm war wie die 
jodarmsten reinen Produkte, wurde damit eine weitere Reinigung vor- 
genommen. Man kristallisierte das Produkt aus Wasser um, filtrierte 
die Kristalle nach vollstandigem Erkalten durch eine Nutsche (ohne 
Filtermaterial) und saugte so gut wie méglich ab. Leider halten die Kristalle 


1) Th. von Fellenberg, diese Zeitschr. 152, 116, 1924. 























Vorkommen von Jod in der Natur. X. 165 


sehr viel Mutterlauge zuriick. Da sie nicht fest aufeinanderliegen, wirkt das 
Absaugen nur recht mangelhaft. 

Die Kristalle wurden in Wasser gelést zu einer nahezu gesattigten Lauge. 
Sie enthielt pro Kubikzentimeter 0,68 g KOH; darin waren 0,008 y» Jod 
vorhanden oder pro Gramm 0,012 y. 

Die ersten unserer Analysen wurden mit dieser Lauge gemacht. Dann 
dachten wir aber daran, neben dem Jod auch das Brom in den Gesteinen zu 
bestimmen. Da die Reinigung der Reagenzien von Brom noch schwieriger 
ist als von Jod, verzichteten wir im weiteren auf die aus rohem KOH 
bereitete Lauge und stellten eine neue her aus Kalium hydricum purum 
Merck, und zwar aus einer nicht vorher analysierten Probe. 

1 kg KOH wurde in einer Silberschale (auch Eisenschalen kénnen ver- 
wendet werden) in 0,5 Liter Wasser gelést, die Lésung abgekiihlt und nach 
einigen Stunden filtriert. Die Kristalle wurden in wenig heiBem Wasser 
gelést und nochmals auskristallisieren gelassen. Man saugte den Kristallbrei 
nochmals auf der Nutsche ab und wusch ihn mit 1 Liter Ather, um die 
zwischen den Kristallen sitzende Mutterlauge méglichst herauszuschwemmen. 
Aus den Kristallen wurde eine konzentrierte wiasserige Lésung bereitet, und 
zwar erhielt man von | kg Ausgangsmaterial 600 ccm Lauge, Der Jodgehalt 
war trotz dem zweitmaligen Umkristallisieren und dem Atswaschen nicht 
niedriger, sondern genau gleich, wie bei der einmal umkristallisierten rohen 
KOH. Vermutlich war das Ausgangsmaterial diesmal jodreicher gewesen. 
~  Salzsdure. Unsere nicht von Jod befreite, reine Salzsadure enthielt in der 
Verdiinnung | : 1 0,012 ypro cem. Das ist ein recht hoher Gehalt. Ofters ist die 
Salzséure so gut wie jodfrei. Die Reinigung nahmen wir vor durch sorg- 
faltige Destillation von 500ccm konzentrierter Saéure aus einer 2 Liter 
fassenden Glasretorte unter Zusatz von etwas Chlorwasser. Das Destillat 
wurde unter guter Kiihlung in demselben Volumen Wasser aufgefangen und 
zum Schlu8 mit 2 g Natriumbisulfit versetzt. Das zugesetzte Chlor oxydiert 
die vorhandene Jodwasserstoffséure zu Jodséure und diese bleibt im Riick- 
stand. 

Kaliumcarbonat. Der eine von uns (Th. von Fellenberg) hatte schon 
éfters beobachtet, daB die friiher angegebene Reinigung der Pottasche mit 
Alkoho] bei etwas hohem urspriinglichen Jodgebalt nicht immer gut zum 
Ziele fiihrt. Es kénnte sein, daB das Jod gelegentlich nicht als Jodid, sondern 
als in Alkohol schwerer lésliches Jodat vorliegt. Auch zweimaliges Um- 
kristallisieren und griindliches Auswaschen der Kristalle auf der Nutsche 
fiihrte merkwiirdigerweise nicht zum gewiinschten Ziele. Dies wurde aber 
erreicht durch eine Reinigung mit Silbernitrat. 

Aus 1 kg reinem Kaliumcarbonat wird eine gesattigte wasserige Lésung 
bereitet und diese nach dem Filtrieren mit 30 cem n/10 Ag N O,-Lésung ver- 
setzt. Man schiittelt kraftig, kocht auf und kiihlt ab. Die Lésung ist durch 
kolloidale Silberverbindungen getriibt. Sie wird durch ein Kollodiumfilter 
ultrafiltriert. Es diirfte vielleicht auch geniigen, die Lésung statt der 
Ultrafiltration 1 bis 2 Wochen stehenzulassen und sie dann abzuheben. Die 
so bereitete Lésung enthielt 0,0025 » Jod im Kubikzentimeter. Da sie 
nitrathaltig ist, benutzten wir sie nur bei den ersten Operationen, wo groBe 
Carbonatmengen verwendet werden, bei der Neutralisation der sauren 
Lésungen und zur Abscheidung des Salzbreies. Bei den letzten Alkohol- 
extraktionen, bei denen nur einige Tropfen der Lésung benétigt werden, 
arbeiteten wir hingegen mit einer nach dem friiher angegebenen Verfahren 
gereinigten Pottaschelésung. 
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Die Frage, ob das vorhandene Jod bei unserem Analysengang voll- 
standig zur Bestimmung gelangt, suchten wir auf mehrfache Art zu ent- 
scheiden. Es schien gut méglich, daB bei der Kalischmelze ein Teil des Jods 
verlorengeht. Alkalijodid ist nach der Literatur bei Rotglut fliichtig. Bei 
der Schmelze wird die untere Grenze der Rotglut eben erreicht. 

Man fiihrte einige Jodbestimmungen an je 2 g Granit unter Zusatz 
von Kaliumjodid aus. Unser Granit enthielt 0,.4y Jod in 2g. Die 
zugesetzten Mengen betrugen 1, 2,5 und 5y Jod. Man fand in allen 
Fallen nur ungefahr die Hialfte des zugesetzten Jods. 

Es ware nun voreilig, daraus den SchluB zu ziehen, daB auch bei 
unseren Bestimmungen tiberall die Halfte verlorengegangen sei; denn 
es kénnte gut sein, daB das Jod in den Gesteinen erst gegen SchluB der 
Erhitzung abgespalten wird. Dann ist es nur ganz kurze Zeit der Ein- 
wirkung der hohen Temperatur ausgesetzt ; zudem ist es dann in einer 
dickfliissigen, beinahe festen Schmelze drinnen, welche ein Entweichen 
viel weniger leicht gestattet, als dies beim Eindampfen der _ver- 
diinnteren Lauge nach dem Versetzen mit Kakiumjodid der Fall ist. 

Wir unternahmen nun folgenden Versuch: Wir gingen von einem 
jodreichen Sedimentgestein aus, einem Kalkfelsen vom Nordufer des 
Bielersees, wahrscheinlich Neocom. Darin bestimmten wir das Jod 
auf die bei den Carbonatgesteinen iibliche Weise nach dem Auflésen in 
Salzsiure (s. oben). Hier war also die Kalischmelze vermieden. 

Man fand in 2 g Material titrimetrisch bestimmt 11,2 y Jod. 

Nun fiihrten wir die Bestimmung mit demselben fein gepulverten 
Material durch AufschlieBen mit Kalilauge aus. Man erhitzte so lange, 
bis die Schmelze erstarrte und der Boden des Tiegels in leichte Rotglut 
kam. Das Schmelzen dauerte eher linger als bei dem AufschlieBen der 
Silikate. Die Schmelze wurde in Wasser gelést und das Jod einerseits 
in der wisserigen Lésung, andererseits im unléslichen Anteil, also im 
Kalk, nach Auflésen in Salzsiure bestimmt. Man fand: 





1 2. 
2. a ae 10,3 » 110» 
Im Kalkriickstand ........ 1,0 0,3 
Summe 11,3, 113 y 


Differenz + 0,1 » 


Die Werte nach der Kalischmelze stimmen mit demjenigen der 
direkten Bestimmung ausgezeichnet iiberein. Somit ist durch das 
AufschlieBen kein Jod verlorengegangen. Der Versuch ist auch in 
anderer Richtung wertvoll. Er zeigt uns, daB auch aus Carbonaten, 
wo eine chemische Umwandlung durch das Erhitzen mit K O H theoretisch 
kaum vorauszusehen ist — héchstens vielleicht eine geringe Kohlen- 
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dioxydabspaltung —, trotzdem das Jod an die Schmelze abgegeben 
wird. AusschlieBlich um eine Warmewirkung scheint es sich nicht zu 
handeln, obschon eine solche sicher mitspielt ; denn durch Erhitzen auf 
schwache Rotglut in einem Quarzrohr konnte man nur ein Fiinftel des 
Jods abspalten, d. h. in alkohollésliche Form iberfiihren. 

Es war nun noch denkbar, daB das schlechte Resultat bei den 
Kaliumjodidzusatzen daher rihrte, daB nicht beim Schmelzen Jod 
verlorenging, sondern daB solches bei dem spiteren Ausziehen der 
zersetzten Silikatschmelze mit Alkohol durch Adsorption zuriick- 
gehalten wurde. Dieser Fehler ware natiirlich bei dem vorliegenden 
Versuch ausgeschaltet. Wenn dies der Fall war, so muBte ein un- 
giinstigeres Resultat erhalten werden beim AufschlieBen einer Mischung 
unseres jodreichen Sedimentgesteins mit Granit als bei der Analyse 
des Sediments fiir sich allein. Wir untersuchten, ob dies wirklich der 
Fall sei. 

Man schloB eine Mischung von 0,5 g Kalkfels und 1,5 g Granit auf 
und fand 2,82 und 3,0 y; ber. 3,1 y, Differenz — 0,2 y. 

Es wurde somit auch hier so gut wie alles vorhandene Jod ge- 
funden. Eine Adsorption durch die zersetzte Silikatschmelze findet also 
nicht statt. Trotz der ungiinstigen Resultate, die wir bei Zusitzen 
von Kaliumjodid zu Granit erhalten haben, glauben wir somit annehmen 
zu diirfen, daB unsere Untersuchungsmethode genau ist. Jene Verluste 
dirften durch die besonders ungiinstigen Bedingungen, wie sie bei der 
Untersuchung der Gesteine gliicklicherweisg nicht vorliegen, bewirkt 
worden sein. 

Die Genauigkeit dieser Bestimmungen ist natiirlich eine etwas 
relative. Ihr Grad wird vielleicht am deutlichsten, wenn wir die Be- 
rechnung an einem Beispiel zeigen. Wahlen wir ein jodarmes Mineral, 
etwa Albit. 

2g Albit wurden mit 9ccm Kalilauge = 6 g KOH verschmolzen, 
die Schmelze mit 20 cem HCl zersetzt und mit 2cem K,CO, wieder 
alkalisch gemacht. 

Die kolorimetrische Bestimmung ergab 0,3 y. Da nur vier Fiinftel 
des Jods zur Bestimmung gelangen, muB dies Resultat mit fiinf Vierte! 
multipliziert werden. Im ganzen sind somit 0,38 y vorhanden. Davon 
miissen wir einen Abzug machen fiir den Jodgehalt der Reagenzien. 


Es enthalten 


Seem BOM ..« sss. s« = Oe Y Jod 
20, HO. ........ © O000y 
Bw Mewes sc ee «s me OR 


0,077 » Jod 


Die kleinste Jodmenge, die wir noch gut sehen kénnen, betragt 
0.1 y, gute Doppelanalysen pflegen bei niedrigen Jodgehalten um nicht 
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mehr als 0,1 y zu differieren. Wir kénnen die Genauigkeit in unserem 
Falle auf etwa + 0,1 y fiir 2 g oder — 50 yim Kilogramm veranschlagen. 
Bei héheren Gehalten wird der Fehler absolut gré8er, relativ nimmt er 
natiirlich ab, wie die Versuche mit Kalkfels und Granit zeigen. 

Der Jodgehalt unserer Reagenzien macht weniger aus als die von 
uns angenommene Fehlergrenze. Er kann als geniigend gering be- 
zeichnet werden, um solch kleine Jodmengen noch mit Sicherheit zu 
erfassen. 

Bei dem angefiihrten Beispiel haben wir die mit Salzsiure zersetzte, 
mit Kaliumcarbonat wieder alkalisch gemachte Lésung eingedampft, 
mit Alkohol gefallt und den pulverigen Niederschlag abfiltriert und mit 
Alkohol unter scharfem Absaugen griindlich ausgewaschen. Auf diese 
Weise kommt man mit méglichst geringen Pottaschemengen aus. In 
anderen Fallen haben wir, wie das in unserer friiheren Beschreibung der 
Methode (l.c.) angegeben ist, die Filtration dadurch umgangen, daB 
wir Pottaschelésung zusetzten, bis der Niederschlag einen dicken Brei 
bildete, von dem sich der Alkohol bequem abgieBen lieB. Dazu braucht 
man in der Regel noch ungefihr weitere 5 ccm K,CO 3, entsprechend 
0,0125 y Jod. Bei einer so jodarmen Pottasche wie der unserigen darf 
man unbedenklich so vorgehen; bei einer jodreicheren Lésung hin- 
gegen wire das bei der Untersuchung sehr jodarmer Mineralien nicht 
angezeigt. 

Wir verwendeten bei allen Mineralien auBer in einem Falle 2 g Aus- 
gangsmaterial und fiihrten stets Doppelbestimmungen aus. Hier kann 
iiberall die Fehlergrenze von mindestens 50 y im Kilogramm an- 
genommen werden. Bei Nordlandmarmor erhielten wir bei der Ver- 
arbeitung dieser Menge keine deutliche Reaktion. Wir wiederholten 
deshalb die Bestimmung mit je 10g einer Menge, die bei Carbonat- 
gesteinen noch gut in den iiblichen 400-cem-Kolben verarbeitet werden 
kann. Der Fehler ist somit hier fiinfmal kleiner; er betrigt etwa 10 y. 

Bei einer Reihe von Mineralien versuchten wir auch den ungefahren 
Bromgehalt festzustellen, wie oben angedeutet worden ist. 

Der eine von uns hat schon vor einer Reihe von Jahren die An- 
wesenheit von Brom in manchen Produkten festgestellt, deren Jodgehalt 
er bestimmt hat. Besonders deutlich trat die Reaktion bei Meerwasser, 
Salzsolen, Mineralwiassern, manchen Erden und Gesteinen auf; aber 
auch bei pflanzlichen und tierischen Materialien wie auch im normalen 
Harn konnte Brom nachgewiesen werden. 

Die Reaktion besteht in folgendem: 

Hat man den Jodgehalt kolorimetrisch bestimmt und setzt man 
Chlorwasser hinzu, um das Jod zum Zwecke der Titration zu Jodsaure 
zu oxydieren, so firbt sich das Chloroform bei Anwesenheit von Brom 
gelb. 























Vorkommen von Jod in der Natur. X. 169 


Eine Auswertung dieser Reaktion zur quantitativen Bestimmung 
ist bisher aus verschiedenen Griinden unterblieben. Vor allem fehlte es 
an Zeit, eine genaue Methcde auszuarbeiten. Scdann sind die Schwierig- 
keiten gréBer als bei der Jodbestimmung. Die Farbung ist mindestens 
zehnmal weniger gut sichtbar als beim Jcd ; die Unterschiede sind weniger 
scharf zu erfassen, da sich die gelbe Bromfirbung zur Vergleichung 
nicht so gut eignet wie die der rétlichen Jodlésung. Man fiirchtete 
von vornherein, daB die Reagenzien sich schwerer vom Brom befreien 
lieBen als vom Jod, und auch, daB das Brom sich den Salzriickstanden 
durch Alkohol vielleicht weniger vollkommen entziehen lasse als das 
Jod, da der Verteilungsquotient zwischen den beiden Medien ein anderer 
sein muB. Eine weitere Schwierigkeit liegt darin, daB freies Chlor 
ebenso wie die beiden schwereren Halcgene in das Chloroform wandert 
und dieses griinlichgelb farbt, wezu allerdings viel gréBere Mengen 
notwendig sind. Dadurch kann natiirlich unter Umstanden die braunlich- 
gelbe Bromfirbung vorgetauscht werden. Diesem letzteren Ubelstand 
muB dadurch vorgebeugt werden; daB man das Chlorwasser nur in 
sehr geringer Menge zusetzt und durch einen Blindversuch feststellt, 
daB diese Menge fiir sich keine sichtbare Gelbfairbung hervorruft. 


Die folgende Tabelle gibt unsere Resultate wieder. 


Jod- und Bromgehalte von Mineralien und Gesteinen. 





Jod Brom 
y im kg y im kg 
Gesteine. 
I Se ak ee. x ee wy ee a Lk 200 2 000 
Larvikit, Larvik . . Sie tl a a Le ee cee 300 _ 
Labradorfels, tiene ae, yg eR 230 — 
Obsidian, Island . . = ' 320 = 
Basalt, Daltenberg, Linz, Siebengebirge sind, ie 310 8 000 
Mineralien, 

Marmor, Carrara . tray. «ea 550 —_ 
Marmor, Velfjorden, De ee eee 70 — 
Titaneisen, Blaafjell, Ekersund ........ 77 “= 
Hypersten, Soggendal, Ekersund-Gebiet ... . 940 8 000 
Labrador, M ” Pag Nie 440 20 000 
OE re are aa ae ee ee 500 5 000 
SS a a ee ae 160 10 000 
Tn - i + 5 sc ss » <6 6 > ws 3 230 — 
Sodalith, Brevik .. bears ite? 900 < 2000 
Phlogopit, Bamie, Odegaarden eee ae 630 — 
Apatit, gelb, , Re 180 — 
Mikroklinperthit, Halvorsréd, Raade, Ostfold . . 37 5 000 
Albit, . ¥ “ye 150 2 000 
Muskovit, * fa m a 690 — 
FluBspat, a - oa a 550 — 
Rauchquarz, z a . ee 330 < 2000 


Fehlergrenze: Bei Jod 50,» (fiir Nordlandmarmor 10 y), bei Brom 1000 y. 
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Bei diesen groBen Schwierigkeiten ist es klar, daB die Genauigkeit 
unserer Bestimmungen keine sehr groBe sein kann. Wir schitzen sie 
auf etwa 10 y in 2g oder 2000 y im Kilogramm. Der Jodgehalt der 
Reagenzien selbst betrug ungefihr 10 y, ein Wert, der jedesmal ab- 
gezogen wurde. Die Brombestimmung fiihrten wir nicht in allen 
Fallen aus. 

Wie aus vorstehender Tabelle hervorgeht, sind die Jodmengen, 
um die es sich hier handelt, durchweg gering; der gréBte gefundene 
Jodgehalt ist 900 y oder 0,9 mg Jod im Kilogramm. 

Wir haben die Werte der Einheitlichkeit balber wie in den friiheren 
Arbeiten als y im Kilogramm angegeben. Wir verhehlen uns nicht, daB 
es bei den vorliegenden Materialien eigentlich richtiger wire, das Milli- 
gramm als Einheit zu wihlen, um nicht eine Genauigkeit vorzutauschen, 
die in Wirklichkeit nicht vorhanden ist. 

Die Eruptivgesteine haben wir nach steigender Basizitat geordnet. 
Wir finden iiberall sehr ahnliche Jodgehalte. Der Jodgehalt scheint 
sich nicht deutlich mit dem zunehmenden Grad der Differenzierung 
nach der einen oder anderen Richtung hin zu andern. 

Es 1a8t sich nicht sagen, in welcher Form das Jod im Urgestein 
vorliegt. Der nichstliegende Gedanke, daB es komplexe Verbindungen 
vom Typus der anderen komplexen Halogenverbindungen (Apatit, 
Skapolit, Sodalit usw.) bildet, laBt sich experimentell bis jetzt nicht 
geniigend stiitzen; denn von unseren Mineralien zeichnen sich in Uber- 
einstimmung mit den friiheren Untersuchungen die halogenhaltigen nicht 
durch besonders hohe Jodgehalte aus. Der Skapolith von Risdér ist 
mit 230 y direkt jodarm, wahrend friiher in einem Skapolith vom Passo 
Campolungo ungefahr zehnmal mehr Jod gefunden worden war. Einzig 
unser Sodalith zeigt einen ziemlich hohen Wert. 

Ein anderer Gedanke ist der, das Jod kénnte, gebunden an solche 
Schwermetalle, welche schwerlésliche Jodverbindungen liefern (Cu, Ag, 
Pb, Pd, Hg), im Magma verstreut sein. In diesem Falle wiirde die 
Geochemie des Jods mit derjenigen dieser Metalle verkniipft sein, wofiir 
ja auch bereits Anhaltspunkte vorliegen. 

Von Interesse ist der relativ hohe Jodgehalt der untersuchten 
Glimmer. Da diese Glimmermineralien alle von verschiedenen Vor- 
kommen stammen, darf man vermuten, da8 diese Jodgebalte nicht 
durch irgendwelche Umetinde des Einzelvorkommens verursacht 
werden. Nun sind allerdings friiher bei Muskovit und Biotit aus dem 
Kanton Wallis Gehalte von nur 350 und 330 y gefunden worden. Damals 
standen nur kleine Proben zur Verfiigung, so daB die auBeren Partien 
nicht entfernt werden konnten. Das legt den Gedanken nahe, daB 
jene Proben durch Auslaugung Jod verloren haben kénnen, daB also die 
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urspriinglichen Glimmer vielleicht doch immer ziemlich hohe, unter 
sich ahnliche Jodgehalte haben kénnten. 

Unsere Pegmatitmineralien von Halvorsréd enthalten recht ver- 
schiedene Jodmengen. Muskovit ist am jodreichsten. Albit am jod- 
airmsten. Dies deutet wieder auf eine Differenzierung nach chemischen 
Merkmalen hin. 

Obschon das Jod iiberall verbreitet ist, so ist es doch befahigt, sich 
in bestimmten magmatischen Ausscheidungen etwas anzureichern. 
Eine sehr weitgehende Klarung dieses Problems ist von unseren wenigen 
Analysen einstweilen nicht zu erwarten. 

Aus den wenigen Brombestimmungen geht hervor, daB der Jod- 
und der Bromgehalt in den einzelnen Mineralien nicht parallel zu gehen 
scheinen. So ist der jodreiche Hypersten bedeutend bromarmer als 
der nur halb so jodhaltige Labrador; beim jodreichen Sodalith lieB 
sich Brom kaum deutlich nachweisen. Selbstverstindlich miissen die 
beiden Elemente mit verschiedenem MaBstab betrachtet werden, da 
Brom ja in weit gréBerer Menge vorkommt als Jod. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB Jod und Brom bis 
zu einem gewissen Grade lithophil sind, und daB sich das Jod in einzelnen 
Mineralien etwas anreichert, wobei es aber nicht durchweg die halogen- 
reichen Mineralien sind, welche auch jodreich sind. 








Untersuchungen 
iiber die Einwirkung von Na,C 0, auf Keimung und Wachstum 
der Pflanzen. II. 


Von 
D. Fehér und S. VAagi. 


(Aus den botanischen und forstlich-chemischen Instituten der kénigl. ung. 
Hochschule fiir Berg- und Forstingenieure in Sopron.) 


(Eingegangen am 7, Juni 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In unserer ersten Mitteilung haben wir die physiologische Wirkung 
von Na,CO, in Kulturbéden und in Wasserkulturen untersucbt!). Der 
Zweck der im AnschluB daran in Gang gesetzten Untersuchungen war, 
die Absorption von Na,C QO, seitens der Pflanzenwurzeln zu bestimmen. 
Unsere Versuchsmethodik war méglichst einfach gewaihlt. Die Ver- 
suchspflanzen (Triticum vulgare) sind im voraus gezogen worden, und nur 
die einwandfrei gesunden Exemplare kamen in die Versuchsgefabe. 
Diese waren zylindrische GlasgefiBe aus Jenenser Glas mit passenden 
Glasringen, welche mit sterilem Organtiill tiberzogen wurden. In die 
GefaiBe kam destilliertes Wasser, welches mit ausgemessenen Mengen 
der vorher genau titrierten Sodalésungen versetzt wurde. Das Wachs- 
tum der Stammchen sowie der Wurzeln der Versuchspflanzen wurde 
am Ende des Versuches ebenfalls sorgfiltig gemessen und aus den 
Ergebnissen der Einzelbeobachtungen die Durchschnittswerte ge- 
bildet. 

Nach einigen Vorversuchen wurden Versuch 1 und 2 angesetzt, 
deren Daten in den Tabellen I und II zusammengestellt sind. Er- 
ginzend dazu haben wir die hauptsiachlichsten Daten der Absorption 


') Fehér und Vdgi, diese Zeitschr. 158, 357, 1925. 
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sowie den Verlauf des Wachstums in der Abb. 1 graphisch zusammen- 


gestellt. 
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Abb. 1. 
Stamm. ----- Wurzel. 
2 = Gehalt der Lésung an Na,COsz in Proz. des Wassers. 
y = Wachstum des Stammes resp. der Wurzel in Proz. der 
urspringlichen Lange. 


Die wichtigsten Resultate dieser Untersuchungen sind die folgenden : 
1. Das Na,CO, wird von den Pflanzenwurzeln in wasserigen 


Lésungen regelmaBig aufgenommen. 


2. Mit steigenden Sodagaben wurde das Wachstum der Versuchs- 
pflanzen erbeblich gehemmt. Am stirksten hat sich die hemmende 
Wirkung an der Entwicklung der Wurzeln geltend gemacht. 

3. Mit der VergréBerung der zugesetzten Sodamengen steigt der 
totale Wert der Absorption. Der prozentuale Anteil wird dagegen 


allmahlich kleiner. 


4. Durch die bisherigen Versuche glauben wir unsere Meinung 
erhirtet zu haben, daB die schidliche Wirkung des Na,CO, haupt- 
sichlich in den lebenden Zellen der Pflanzenwurzel endogen zur Geltung 


kommt. 























Neuere Untersuchungen iiber den Jodgehalt der Schilddriise. 


Von 


Eugen Hergloz. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Pazmany-Péter-Universitat 
zu Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1926.) 


Im Jahre 1896 bewies Baumann (1), daB die Schilddriise eine jod- 
haltige Verbindung enthalt, welche er Jodothyrin nannte. 


Spater isolierte Oswald zwei Substanzen aus dem Kolloid der Schild- 
driise und gab der einen den Namen Jodthyreoglobulin. Somit wendete man 
die Aufmerksamkeit in erhéhtem Grade dem in der Schilddriise gebundenen 
organischen Jod zu. Die ersten Forscher bemiihten sich, die Quantitat des 
Jods festzustellen. Jolin (2) fand, daB in Schweden der Jodgehalt der 
Schilddriise groBe individuelle Schwankungen zeigt: der festgestellte 
Gesamtjodgehalt variierte zwischen 0,15 bis 8,9mg. Laut seiner Angabe 
wechselt der Jodgehalt mit dem Lebensalter. Den gréBten Jodgehalt fand er 
zwischen 25 bis 30 Jahren, hingegen die Driisen der jiingeren und auch der 
alteren Personen enthielten viel weniger. Die spateren Forscher bestatigten 
diese Annahme nicht. Aesbacher (3) fand durchschnittlich als Gesamtmenge 
des Jods 6,5 mg, Zunz (4) aber, der die Schilddriisen der auf dem Schlacht- 
felde gefallenen belgischen Soldaten untersuchte, schon viel mehr, etwa 
15,0 mg. Diese Verfasser fanden in jeder einzelnen Driise Jod, so daB die im 
Jahre 1922 erschienene Arbeit von Herzfeld und Klinger (5) groBe Uber- 
raschung verursachte, die in 36 Proz. Schweizer Schilddriisen kein Jod 
fanden. Sie bezweifelten deshalb sogar, daB das Jod jedwede Rolle im Leben 
der Schilddriise spielt und dadurch einen Einflu8 auf den ganzen Organis- 
mus besitze, weil sie nicht voraussetzen konnten, daB alle Personen, in deren 
Schilddriisen ihnen Jod nachzuweisen nicht gelungen ist, in Hypothyreose 
lebten, ohne daB sie klinische Symptome davon zeigten. Die Untersuchungen 
breiteten sich nicht nur auf normale Schilddriisen, sondern auch auf Krépfe 
aus. Wie wir aber unter anderen nach den Angaben Hommas (6) sehen, 
konnten sie in der Quantitaét des Jods keine bemerkenswerte Veranderung 
nachweisen. 


Nach den vorher erwihnten Angaben zeigt das Jod nicht nur 
eine individuelle, sondern auch eine geographische Schwankung in der 
Quantitat, wenn wir auch die aus verschiedenen Methoden entstandenen 
Unterschiede auBer acht lassen. 

Zu diesen Resultaten wiinschte ich neue Beitrige zu liefern, indem 
ich mich mit dem Jodgehalt der ungarischen bzw. Budapester Schild- 
driisen naber beschaftigte. 
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Die genaue Bestimmung des in organischer Substanz befindlichen 
Jods beansprucht die Bekimpfung mehrerer Schwierigkeiten. 


Die Anzahl] der Methoden ist sehr groB. Die meisten Verfasser empfehlen 
das titrimetrische Verfahren, dessen sich zuerst Andrew Hunter bediente. 
Blum und Griitzner (7) unterzogen den gréBten Teil der Methoden einer 
griindlichen Kritik. Nach ihnen ist die genaue Bestimmung des Jods 
unter anderen von zwei Bedingungen abhangig: Der Nachweis des Jods muB 
1. sicher und eindeutig, 2. sehr empfindlich sein, weil man in gréBeren 
Substanzmengen eine sehr kleine Quantitaét Jod bestimmen mu8B. Nach meiner 
Ansicht entspricht beiden Bedingungen das von L. Winkler (8)im Jahre 1915 
ausgearbeitete Verfahren sehr wohl; ich kénnte sagen, besser als die bis- 
herigen Methoden. Diese Methode wurde vom Verfasser im Jahre 1922 
neuerdings fiir kleinere Quantitaten bearbeitet, und sie hat auch den Vorteil, 
daB sie auBerordentlich einfach und schnell ist, ohne daB es die Genauigkeit 
des Ergebnisses gefaihrdete. An organischen Substanzen bzw. Arzneimitteln 
stellte den ersten Versuch Cholnoky (9), spaiter Bodé (10) an, welcher den 
Jodgehalt des zu Urin und Muskel gegebenen Jodkaliums mit bestem Resultat 
bestimmt hat. 

Bei der genauen Bestimmung des in der Schilddriise befindlichen Jods 
mu8 man auBer den Fehlern der Methode noch einen Fehler ausschlieBen, 
welcher meines Wissens von den meisten Verfassern vernachlassigt wurde 
und welcher dadurch bedingt ist, daB das Jod im Stoff der Schilddriise 
sehr ungleich verteilt ist. Die Beseitigung dieses Fehlers erreichte ich 
dadurch, daB ich den ganzen Driisenstoff der Schilddriise noch vor der Zer- 
stérung aufléste. 


Die Grundziige der von mir angewendeten Winklerschen Methode 
sind die folgenden’): 


Zu dem sorgfaltig gereinigten und kleinwiirfelig geschnittenen und 
in ein 200- bis 500-cem-Becherglas gelegten Driisenstoff gieBt man zwei- bis 
dreimal] soviel 50proz. KOH. Nach ein- bis zweistiindigem Kochenim Wasser- 
bade verfliissigt sich der Driisenstoff derart, daB die etwa 100 bis 150 ccm 
dichte Fliissigkeit, mit 80 bis 100 ccm destillierten Wassers verdiinnt, eine 
durchsichtige, homogene Lésung gibt. Die auf der Oberflache der Fliissigkeit 
schwimmende diinne Seifenschicht lést sich schnell, nachdem man etwas 
Wasser dazugegeben hat. Die rotbraune Lésung wird in 200- bis 300-cem- 
MeB8kolben nach der sorgfaltigen Ausspiilung des Becherglases tibergefiihrt. 
Ich bemerke, da8 die Verfliissigung der normalen Schilddriisen viel glatter 
und schneller vor sich geht, als die der im Alter vorkommenden verkalkten 
und muzinose Degeneration zeigenden Driisen. Die Bestimmung geschieht in 
2 bis 5 ccm der Lésung. Zur Zerstérung dieser Menge gebrauchte ich 1 bis 3 g 
KOH ,,in substantia“. Die Lésung wurde im Nickeltiegel 6 bis 10 Minuten 
unmittelbar iiber einem Bunsenbrenner gekocht. Nach der plétzlichen 
Abkiihlung erstarrte der verkohlte Stoff in Form einer schneeweiBen Masse. 
Durch vorsichtiges Erwarmen konnte ich zu Beginn der Zerstérung das auf- 
tretende Spritzen leicht vermeiden. Nach Auflésung des Stoffes gewann ich 
eine wasserklare Lésung, zu welcher ich nach Neutralisierung in schwach 
saurem Medium frisches Chlorwasser gab. Das iiberschiissige Chlor kann nach 


1) Bei der Einiibung der Methode folgte ich dem liebenswiirdigen Rat 
des Herrn Chemixer-Assistent E. Schulek. 
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10 bis 15 Minuten langem Sieden ganzlich entfernt werden. Das gebildete 
Jodat wird nach Zugabe von JK und Séure mit n/100 Na,S,0O, titriert. 


Nach meiner Meinung ist dieses Verfahren exakt, doch wollte ich 
mich auch noch auf eine andere Weise von dem Vorhandensein des 
Jods iiberzeugen und habe das Jod in jedem Falle qualitativ nach 
Schulek in folgender Weise nachgewiesen. 


Zu der nach der Zerstérung gewonnenen neutralisierten und schwach 
sauren Lésung gab ich so lange gesattigte H, SO,-Lésung, bis dessen Geruch 
nach Durchschiittelung bemerkbar wurde. Die Entfernung der iiberschiissigen 
H,SO, kann nach 10 Minuten langem Sieden leicht erreicht werden. Nach 
Zugabe von | bis 2Tropfen einer lprom. Nitritlésung und einigen Tropfen 
50proz. H, SO, schiittelte ich das Jod mit CCl, aus. Die charakteristische 
rosige Farbung zeigte sich in den meisten Fallen sogleich, nur in ein bis 
zwei Fallen wurde sie erst in 1 bis 2 Stunden sichtbar. 

Bei der quantitativen Bestimmung machte ich in jedem Falle zwei 
Proben, und es wurde der Mittelwert der Resultate gerechnet. Die Daten der 
meisten untersuchten Schilddriisen enthalt die folgende Tabelle. 








[= Frisches Vorhandenes Jod (frische Drise) 
| ured Geschlecht | Driisengewicht = ““Aisolute Menge | Relative Menge — 
Jahre 8 mg Prom. 
1 18 rou 23,4 1,2 0,056 
2 19 9 37,2 15,3 | O41 
3 23 g 32,3 5,45 0,16 
4 27 g 18,3 3,75 0,2 
5 36 g 28,6 8,19 0,28 
6 36 o 25,73 1,81 0,07 
7 43 g 54,6 2,84 0,052 
8 47 ro 23,93 7,48 0,31 
9 54 o 51,6 11,86 0,23 
10 55 ro 37,3 25,7 0,68 
11 55 o 39,7 7,38 0,18 
12 56 2 26,6 6,2 0,23 
13 56 2 37,4 10,75 0,28 
14 59 g 20,55 2,58 0,12 
15 59 ro 84,3 13,35 0,158 
16 60 o 815 15,2 0,185 
17 60 re 55,2 5,5 0,099 
18 65 2 21,09 55 0,25 
19 67 g 19,6 10,01 0,51 
20 71 g 20,0 1,08 0,054 


Von den obigen Daten seien folgende erwahnt. Jede der untersuchten 
Schilddriisen enthielt Jod. Dieser Umstand spricht jedenfalls im Sinne der 
alteren Auffassung, nach welcher das Jod in dem Chemismus der Schilddriise 
eine bestandige Rolle spielt. Ich finde es interessant zy erwihnen, da 
neuerdings nach Untersuchungen von Thomas und Delhaugne (11) im Gegen- 
satz zu den bisherigen Daten auch in den Schilddriisen der Neugeborenen 
Jod nachzuweisen gelungen ist. Jedenfalls wirkt als interessanter Gegensatz 
die Angabe von Herzfeld und Klinger, und scheinen sie in jeder Weise die 
Meinung zu bestatigen, daB das in der Schilddriise vorhandene Jod enge 
anthropogeographische Beziehungen hat. Selbstverstandlich waren zur 
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Entscheidung dieser Hypothese noch viele in verschiedenen Gegenden an- 
gestellte Untersuchungen erwiinscht. 

Die Menge des Jods schwankt sowohl im absoluten Werte wie in 
relativer Beziehung zum Gewicht der Schilddriise sehr bedeutend, welches 
Resultat mit den bisherigen Angaben sehr gut iibereinstimmt. Die Quantitat 
des Jods variiert in den obigen Driisen zwischen 1,08 bis 15,3 mg, wenn wir 
die Driise Nr. 10 auBer acht lassen. Als Mittelwert bekam ich 8,06 mg, 
welcher den Angaben von Jolin und Aesbacher beinahe entspricht. In 60 Proz. 
der Driisen fand ich weniger und in 40 Proz. mehr. Aus den relativen Werten 
gewinnen wir folgende Durchschnittsdaten: in 50 Proz. 0,09 bis 0,18 Prom., 
in 30 Proz. 0,20 bis 0,28 Prom. und in 20 Proz. 0,31 bis 0,51 Prom. Als 
Mittelwert gewann ich beinahe das Doppelte des Wertes, welchen Herzfeld 
als den gréBten Jodgehalt angibt. 

Wenn wir nun die gewonnenen Werte vergleichen und darauf 
eine Antwort geben méchten, wovon die Quantitaét des Jods abhangt, 
so kénnen wir sehr schwer einen etwaigen Zusammenhang feststellen. 
Der gréBte Teil der bisherigen Forschungen spricht dafiir, daB zwischen 
dem Jodgehalt und dem Geschlecht, zwischen Alter und Gewicht der 
Driise kein Verhaltnis festzustellen ist. Auf Grund meiner Daten bin 
ich auch genétigt, dasselbe anzunehmen. 


Castaldi (12) hat die zwischen dem Gewicht der Schilddriise und der 
K6rperlinge beobachtete RegelmaéBigkeit in folgender Weise ausgedriickt : 


8 
Thyrecidenindex = "0 | Drtssngewiohe 
Kérperlange 
Dieser Index ist nach seinen Angaben im 21. Lebensjahr 164,2. In 
jenen von mir aufgearbeiteten Schilddriisen, von welchen die Daten der 
Kérperlangen mir zur Verfiigung standen, fand ich zwischen dem Thyreoidea- 
index und Jodgehalt folgenden Zusammenhang. 





Durchs 
Die absolute schnittlicher Th ideas Durchs 
gst eeieag| Wet Index | Schyytncher 
12 169 
181 153,6 
oss |} i+ — | 170,6 
375 173 
5,45 190 
5,5 | 745 | 
62 4—8 193 186,6 
7,38 203 
7:48 173 
8,19 | 1775 
10°78 I 8—12 pat 192,2 
13,35 | 254 | 
15.3 208 
2 | 12 255 | 230,5 
67 CO 205 


9,2 194,9 


y 
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Ohne daB ich aus den durchschnittlichen Daten genaue Folgerungen 
ziehen méchte, kann man doch den Zusammenhang zwischen der 
absoluten Menge des Jods und dem Thyreoideaindex feststellen, nach 
welchem mit der Erhéhung des Index auch die Quantitaét des Jods in 
geradem Verhialtnis wichst. Ich muB aber bemerken, daB in einem 
Falle bei einem kleinen Jodgehalt der Index 249 war, dieses entspricht 
also nicht der Statistik. Nach den Untersuchungen von Reid Hunt (13) 
wissen wir, daB die Stoffwechselwirkung der aus der Schilddriise be- 
reiteten Arzneimittel in geradem Verhaltnis mit ihrem Jodgehalt 
steht und dadurch die Quantitét des Jods zur Standardisierung der 
organotherapeutischen Priparate zu gebrauchen ist. Er fand auch, 
daB die Resistenz der Tiere gegen die letale Dose des Acetonitrils mit 
der dargereichten Menge der Schilddriisen bzw. mit ihrem Jodgehalt sich 
erhéht. Auf solche Weise kann man ein standiges Verhiltnis zwischen 
dem Gewicht der Schilddriise und der Kérperlinge einerseits und 
zwischen der Jodquantitét und der physiologischen Wirkung anderer- 
seits annehmen. Natiirlich miissen noch viele Versuche angestellt 
werden, um eine endgiiltige Meinung dariiber 4uBern zu kénnen. 


Ich erwahnte es schon bei der Erérterung meiner Methodik, daB 
das Jod in dem Gewebe der Schilddriisen sich nicht in gleichmaBiger 
Verteilung vorfindet. Diesbeziiglich fiihrte ich meine Untersuchungen 
folgendermaBen durch. Aus der von Bindegewebshiille vorher sorg- 
faltig gereinigten Schilddriisensubstanz schnitt ich kleine Portionen 
aus der Mitte und solche aus dem peripherischen Teile und untersuchte 
jede einzelne beziiglich ihres Jodgehalts. Daneben bestimmte ich aus 
dem iibrigen Teile der Driise den Gehalt an Gesamtjod. So fand ich z. B. 
bei der Driise Nr. 1 folgendes: 1,29 g des peripherischen Teiles enthielt 
0,056 mg Jod, bis 1,5 g der zentralen Partie 0,12 mg, also beinahe das 
Doppelte. Was fiir einen groBen Unterschied dies bedeutet, kann ich leicht 
beweisen. Wenn wir den Wert aus dem peripherischen Teile mit dem 
Gewicht der Driise multiplizieren, so bekommen wir als Gesamtmenge 
1,02 mg, wenn wir aber ebenfalls den zentralen Teil als jrundlage * 
betrachten, gelangen wir zu 1,8 mg, der tatsichliche Jodgebalt hin- 
gegen war 1,2 mg. Ebensolche Daten erhielt ich bei den topographischen 
Untersuchungen von anderen Driisen, welche Erscheinung ich vielleicht 
mit dem gréBeren Fett- und Bindegewebsgehalt des peripherischen 
Teiles der Driise erklaren méchte. 


Zusammenfassung. 


1. Es gelang, mit der Winklerschen Methode in simtlichen Schild- 
driisen Jod nachzuweisen. Obwohl die Methode nur kurze Zeit in An- 
spruch nimmt, liefert sie doch exakte Resultate. 
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2. Die Quantitit des gefundenen Jods zeigt groBe Schwankungen, 
sie steht allein mit dem Thyreoideaindex in einer Beziehung, und 


zwar in gerader Proportion. 
3. Der zentrale Teil der Schilddriise enthalt bedeutend mehr Jod 


als der peripherische Teil. 
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Uber Harnstoff bei Bakterien. 
Von 


Nicolai N. Iwanoff. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg- 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1926.) 


In einer meiner Abhandlungen, die in dieser Zeitschrift!) ver- 
éffentlicht sind, habe ich in reinen Kulturen verschiedener Pilze das 
Vorkommen von Harnstoff konstatiert und mich dariiber folgender- 
maBen geaiuBert: ,,AuBerdem miissen noch in betreff der Harnstoff- 
bildung unter passenden Bedingungen Hefen und Bakterien untersucht 
werden. Alle diese Probleme sind fiir mich von groBem Interesse, 
und gegenwirtig stelle ich erginzende Versuche an.“ In dieser Ab- 
handlung veréffentliche ich einige vorlaufige Daten in betreff der 
Frage iiber die Harnstoffbildung bei Bakterien. 

In den vorhergehenden Versuchen haben die zu den verschiedensten 
Klassen gehérigen Pilze bei der Kultur auf einem an EiweiSstoffen 
reichen Substrat [Gelatine, Pepton®)] stets Harnstoff ausgeschieden. 
Zu dieser Reihe von Erscheinungen sind auch die Versuche von 
G. Guittonneau*) mit denjenigen Mikroorganismen zu zihlen, welche 
auf einem an organischen Stoffen reichen Boden leben und ein Mycel 
aus feinen verzweigten Faden bilden; diese vom Autor als Micro- 
siphonées bezeichneten Organismen bilden bedeutende Mengen Harn- 
stoff im Falle der Entwicklung auf Pepton. 

Kann man bei verschiedenen Gruppen von Pilzen eine gewisse 
Einférmigkeit in ihrem Stickstoffhaushalt auffinden, so ist es un- 
méglich, dasselbe auch fiir Bakterien festzustellen, da die Stickstoff- 
aufnahme derselben voneinander sehr verschieden ist. In betreff der 
Harnstoffanhaufung habe ich eine Reihe von Mikroben untersucht, 
die sich auf Gelatine und Pepton entwickeln; die Resultate fielen ver- 


1) N. N. Iwanof/, diese Zeitschr. 157, 229, 1925 (eingegangen am 
2. Februar 1925). 

2) Derselbe, ebendaselbst 162, 425, 1925. 

*) G. Guittonneau, C. r. 278, 1383, 1924. 








182 N. N. Iwanoff: 


schieden aus; in einigen Fillen wurde Harnstoff angehauft, in anderen 
fehite derselbe ginzlich. 

Die Bakterienkulturen fiir meine Arbeit erhielt ich aus den hiesigen 
mikrobiologischen Laboratorien und spreche dafiir Dr. O. Schulgina 
und Dr. A. Moschkowa meinen Dank aus. 

Urspriinglich wurde folgendes Medium gewahlt: 


a ee a ee ae i sg 
Lise Mtoe... i << ee 0,52 
ae eee 10 ¢g 
CO EE oe 0,5 2 
eee ee bis 100 cem 


In Reagenzréhren wurde zu je 10ccm Substrat versetzt und 
Bakterien ausgesit. 

Nach elfmonatiger (20. Januar bis 17. Dezember 1925) Entwicklung 
der Kulturen bei Zimmertemperatur war die Gelatine in den Reagenz- 
réhren vdllig fliissig geworden und der Gehalt an Harnstoff (nach 
R. Fosse) betrug im Reagenzrohr mit Bac. megatherium — 14,56 mg, mit 
Bac. tumescens — 21,90 mg. Diese Bakterien hauften bei wiederholten 
Versuchen bei kiirzerer Entwicklungszeit stets Harnstoff an, waihrend 
Bac. pyocyaneus, Bac. fluorescens, Bac. coli commune bestandig 
negative Resultate gaben. __ 

Ich fiihre hier noch einige Versuche an. Substrat : 10 Proz. Gelatine, 
1 Proz. Pepton, 0,1 Proz. KH,PO,, 0,04 Proz. MgS0O,, 0,14 Proz. 
Na,CQO,, Spuren von FeSO, und Ca,(PO,)o. 


B. megatherium. 
A. In einer Kultur auf 10 ccm Substrat bei 30 bis 32° C-erwies sich 


PR ks le a we oe ee 2,86 mg Harnstoff 
2a ere 4,5 ,, o» 
B. Dasselbe bei 28 bis 30°C 
"3 2 UO 3,50 mg Harnstoff 
eee. Se ae eee aoe 6,80 ,, ‘i 
5 ee Ee We SG 7,88 ,, - 


B. tumescens. 

Auf demselben Substrat, wie im vorhergehenden Versuch, in 

10 ccm, bei 30 bis 32°C: 
ee, BR es Me neck. @. 4-845 2,03 mg Harnstoff 
ai RE de: eth ik gt atl ee hall 4,04 ,, ” 

Die Niederschlage von Harnstoff in Form von Dixanthylharnstoff 
wurden mikroskopisch untersucht, der Schmelzpunkt bestimmt und 
in einigen Fallen wurde der Niederschlag zur Bestimmung der Stickstoff- 
menge verbrannt. 

Niederschlag von Dixanthylharnstoff 67,0 mg ergab 4,36mg N 
oder 6,51 Proz. N. Theoretisch 6,66 Proz. N. ; 
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In Analogie zu meinen Resultaten bei niederen Pilzen machte 
ich die Annahme, da8 sich der Harnstoff in diesem Falle aus dem 
Arginin des Substrats (Gelatine und Pepton) bilde. Zum Beweis 
dieser Hypothese setzte ich einen Versuch mit einem Medium auf 
einem Gemisch von Aminosiuren an. Zu 200 ccm Nahrlésung von 
Mineralsalzen, wie im vorhergehenden Versuch, wurden hinzugefiigt : 
5g Alanin, 2g Asparagin, 0,1 g Leucin, 0,1 g Tyrosin; es wurde zu 
je 10ccm genommen und besat: 

B. megatherium. Nach 25 Tagen bei 30°C: 

A. 10 ccm Aminosaurelésung 0 mg Harnstoff. 


B. 10cem Aminosdurelésung + 0,] g Argininnitrat') 12,1 mg Harn- 
stoff. 


In der Portion A, auf Aminosiuren, erwies sich keine Spur von 
Harnstoff, trotzdem aber war die Entwicklung der Mikroben eine gute, 
was man nach der groBen Menge des in dieser Portion gebildeten 
Ammoniaks beurteilen konnte. Harnstoff wurde nur in Gegenwart von 
Arginin erzeugt. Zur Erzielung von Harnstoff muB man die Ent- 
wicklung der Bakterien, welche langsam verliuft, abwarten. Viel 
bessere Resultate erreicht man, wenn man vorher auf Agar mit Pepton 
das Bac. megatherium kultiviert und hernach eine Argininlésung 
hinzufiigt. 

Im Verlauf von 6 Tagen bei 30° C auf Agar mit Pepton entwickelte 
sich das Hautchen von Bac. megatherium, und dann wurden 4 ccm 
einer vorher sterilisierten Argininnitratlésung von einem Gehalt von 
50 mg Trockensubstanz hinzugefiigt; nach weiteren 6 Tagen war der 
Versuch beendet und in der von Agar abgegossenen Fliissigkeit er- 
wiesen sich 6,34 mg Harnstoff. Hieraus folgt, daB bei guter Entwicklung 
der Kultur schon 6 Tage geniigen, um die Hilfte der zugefiigten Menge 
Arginin unter Bildung von Harnstoff zu zersetzen. Die Harnstoff- 
bildung in Bakterienkulturen erklart sich dadurch, daB unter gegebenen 
Verhaltnissen bei den Bakterien kein Ureaseferment gebildet wird, auf 
dessen Existenz bei denselben stets hingewiesen wird?), wihrend die 
das Arginin spaltende Arginase vorhanden ist. Die Frage iiber die 
Arginase der Bakterien wird in letzter Zeit im Laboratorium des Prof. 
A. Kossel ausgearbeitet. Saburo Hino*) hat verschiedene Bakterien 
auf Arginin mit Mineralsalzen kultiviert und gefunden, daB einige 
derselben, wie z. B. Bac. pyocyaneus und Bac. fluorescens, sich bei 
Gegenwart von Arginase und Urease entwickelten, andere aber, wie 
Bac. coli, wahrscheinlich keine Urease hervorbrachten, da in der Kultur- 


1) Dieses Praparat verdanke ich Prof. C. Neuberg in Berlin-Dahlem. 
2) Tetsugora Takahata, diese Zeitschr. 140, 166, 1223. 
*) Saburo Hino, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 100, 1924. 
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fliissigkeit kein Ammoniak gebildet wurde. A. Kossel und F. Curtius*) 
haben gezeigt, daB Pyocyaneusemulsion nur die Hilfte des zugefiigten 
1, d-Arginius zersetzte, da nur das 1-Arginin zuriickbleibt, welches 
dann von den Autoren durch Flaviansaure gefallt wurde. 

Die weit verbreitete Entwicklung der Arginase in den Bakterien 
und das Fehlen der Urease in einzelnen Fillen gibt die Méglichkeit, 
verschiedene Bakterien in betreff der Harnstoffbildung zu untersuchen. 
Alle bisher angestellten Versuche erwiesen im Nahrungssubstrat weder 
Glucose, noch Mannit oder Glycerin. Es ist méglich, daB in Gegenwart von 
iiberschiissiger Kohlenstoffnahrung, nach der Analogie mit Pilzen, 
kein Harnstoff gebildet wird. Versuche in dieser Richtung werden 
weiter gefiihrt. 

SchluBfolgerungen. 

Die Kulturen von Bakterien Bac. megatherium und Bac. tumescens 
auf Pepton mit Gelatine und auf Aminosiuren mit Arginin bilden 
bedeutende Mengen Harnstoff. 

Harnstoff wird aus Arginin gebildet. 


1) A. Kossel und F. Curtius, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 283, 1925. 








Uber proteolytische Fermente im Serum. II. 
Von 
Hans J. Fuchs. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitit 
Breslau. ) 


(Eingegangen am 14. Juni 1926.) 


In einer kiirzlich erschienenen Arbeit!) habe ich nachgewiesen, 
daB Serum von Pferd, Hammel und Rind zugesetztes artfremdes 
Fibrin so verandert, daB ein groBer Teil des darin enthaltenen Stick- 
stoffs dialysabel wird und mit Hilfe der modernen Mikromethoden in 
der AuBenfliissigkeit genau erfaBt werden kann, daB sogar bei passender 
Ausgestaltung der Versuchsbedingungen sehr erhebliche Mengen 
Fibrin restlos dem Abbau zugefiihrt werden kénnen. 

Demgegeniiber wurde bei keiner der genannten Serumarten die 
Fahigkeit gefunden, arteigenes Fibrin auch nur spurenweise anzugreifen. 
Der Vorgang, durch den der Abbau artfremden Fibrins erfolgt, darf als 
Fermentvorgang betrachtet werden, weil er durch zugesetzte Abbau- 
produkte, sogar durch Wiederzusatz der AuBenfliissigkeit gehemmt 
wird, weil er eine weitgehende Spezifitat besitzt und weil er mit hitze- 
inaktiviertem Serum nicht zu erzielen ist. 

Nicht aufgeklirt werden konnte bis jetzt die Bestindigkeit art- 
eigenen Fibrins gegeniiber den Serumfermenten. Da wir bis jetzt 
maBgebliche Unterschiede im Aufbau der verschiedenen Fibrine nicht 
kennen, muB8 an eine der Méglichkeiten gedacht werden, durch die 
sonst an sich mégliche Fermentprozesse hintangehalten werden: Anti- 
fermente oder Schutz des Fibrins durch gewisse chemisch-physikalische 
Eigentiimlichkeiten des Serums. 

Die Untersuchungen von Abderhalden haben ergeben, daB in ge- 
wissen Fallén Umstimmungen im Serum erfolgen, die einen Abbau 
blutfremder EiweiBkérper erméglichen, die sonst einer Spaltung durch 
Serum nicht ausgesetzt sind, z. B. Placenta-EiweiB wihrend der Gravi- 
ditat, Eiwei8 maligner Tumoren bei Tumortrigern. 

Ich habe mich deshalb der Aufgabe zugewandt, zu untersuchen, 
ob auch das Fibrin zu den Eiwei®kérpern gehért, die in abnormen 
Fallen dem Angriff des Serums zuginglich werden, und zwar habe ich 
diese Fragestellung aus duBeren Griinden zunichst an Menschenfibrin 








1) Diese Zeitschr. 170, 76, 1926. 
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und Serum von Carcinomkranken und mit Hilfe derjenigen Methodik 
gepriift, die in der genannten Mitteilung beschrieben ist. 

Die unmittelbare Veranlassung waren Beobachtungen bei Pferde- 
tumoren, von denen mir zufallig mehrere zur Verfiigung standen. In 
den drei Fallen, die ich untersuchen konnte, wurde normales Pferde- 
fibrin, das sonst vom Pferdeserum kaum spurenweise angegriffen wird, 
weitgehend abgebaut. 





Tabelle I. 
5,0cem Pferdeserum + 1,0g normales Pferdefibrin im Dialysierschlauch, 
25,0 cem Normosallésung als AuBGenfliissigkeit. Milligramm N in 25,0 ccm 





AuBenfliissigkeit. 
Stunden Normal Ca 
24 00014 17,78 17,22 14,77 
48 0,002 1 40,04 28.21 2688 
96 | 0.0021 43,47 38,43 36,82 


Das Ergebnis dieser Versuche in Tabelle I zeigt also eindeutig, 
daB das Auftreten maligner Geschwiilste beim Pferde zu einer Ver- 
anderung im Blute fiihrt, die einen Abbau von normalem Pferdefibrin 
durch das (pathologische) Serum erméglicht. 

Mit dieser Erfahrung ging ich nunmehr an die Untersuchung 
menschlicher Fille heran. 

Als erstes muBte die Frage geklirt werden, von welcher Héhe an 
die N-Werte im Dialysat als abnorm angesehen werden kénnten. Kleine 
Mengen von Stickstoff miissen jederzeit in die Dialysate hineingelangen, 
da die Rest-N-Kérper im Serum diesen Weg gehen miissen. 

Ich brachte in die Dialysierhiilsen 5,0cem von dem zu unter- 
suchenden Serum. Von diesem ist bei vollkommen normaler Be- 
schaffenheit des Serums eine Rest-N-Ausbeute von etwa 1,5 mg zu 
erwarten. Durch etwaige interkurrente Krankheiten waren aber 
Steigerungen tiber diesen Wert hinaus méglich. 

Da in den nachfolgenden Tabellen die N-Werte auf die gesamte 
am SchluB des Versuchs vorhandene Fliissigkeit (Serum + AuBen- 
fliissigkeit) berechnet wurden, mu8 also als Minimum des Normalwerts 
die Menge von 1,5 mg N angesehen werden, wahrend als Maximum 
eines Rest-N-Wertes ohne hervortretende klinische Erscheinung das 
doppelte Quantum angenommen werden darf. 

Tatsachlich fanden sich nun in einzelnen Fillen von Nephro- 
sclerose u. a. noch héhere N-Werte, so daB ich sicheren Abbau erst von 
einer Menge von 10,0 mg dialysablem N annahm. 

In nachstehender Tabelle II habe ich eine Ubersicht iiber die mit 
der friither beschriebenen Methodik an 101 Fallen der verschiedensten 
Erkrankungen gewonnenen Resultate zusammengestellt : 
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Tabelle II. 
Name | Alter (Jahre) 
Nr. ' Klinische Diagnose N 
des Patienten mg 
1 B. Sch. 26 Bronchitis, Hamorrhoiden, Acne | 0,540 
2 ws. we 76 Ca oesophagi | 19,168 
3 A. J. 58 Uleus ventriculi 0,420 
4 W. K. 61 Ca ventriculi 17,556 
5 F.R 44 Ca hepatis 19,424 
6 i. 52 Ca ventriculi | 14,868 
7 A, G. 63 Ca laryngis 17,556 
8 A. M., 23 Tumor spinalis caud, 19,320 
9 A, K, 74 Ca ventriculi 14,028 
10 P. bb. 29 Uleus ventriculi 1,268 
11 R. Schn. 44 Ca ventriculi | 14,248 
12 J.S., 52 Ca hepatis | 16,968 
13 A, F. 66 Ca ventriculi 16,548 - 
14 P. L. 29 Uicus ventriculi 0,504 
15 H. K, 68 Ca ventriculi 15,708 
16 H. G. 45 Hyperaciditat 1,680 
17 F. Tesch. 18 Salvarsanschadigung 1,260 
18 R. Kn. 75 Ca ventriculi | 18,604 - 
19 P.M. 62 * ‘ 17,136 
20 x. &. 60 Tumor cerebri 18,732 
21 A, K. 68 Ca hepatis 18,984 
22 r A 68 Ca cardiae | 16,968 
23 (  P 68 me % 18,396 
24 K. M, 66 Ca oesophagi 22,344 - 
25 M. Sch. 46 Uleus ventriculi 0,060 
26 | z. P. 67 Ca ventriculi 16,710 ~- 
27 A, G. 27 Neurasthenie 0,060 
28 K. Sk. 45 Ca ventriculi 18,984 
29 E. R. 32 Nihil 0,060 
30 J. Sch, 57 Uleus ventriculi 1,260 
31 T. Schw. 52 Ca oesophagi 18,816 - 
32 P. Sch. 58 Ca cardiae 17,7 
33 L. W. 53 Ca ventriculi 19,236 
34 mm. W. 54 Nephrosclerose 2,016 
35 W. L. 52 Insuff, cordis, Oedema crurum 0,756 
36 Sch. — Neurasthenie 0,300 
37 P. K. 39 Ca coeci 21,000 
38 A. _ Ca hepatis 20,160 
39 W. F. 76 Ca ventriculi 24,108 
40 W. M. 65 «f Ca cardiae 15,120 
4l a _— Ca ventriculi 20,412 
42 S. —_ Ca oesophagi 16,710 
4 | KN. _ Ca ventriculi 15,120 
44 | R. Kn, 75 ‘ 2 14,964 
45 | a -- Darm-Ca 15,960 
46 | T. _ Ca hepatis 23,520 - 
ge ee 33 Funktionelle Magenbeschw, 3,024 
48 | A. F. 45 Ca ventriculi 19,320- 
49 | H. Sch, 59 i - 21,168 
50 | O. B. 47 Spast. Obstipationen 2,956 
61 | R.A. 57 Uleus duodeni 2,184 
52 E.R 42 Ca ventriculi 18,300 
53 | A. B é7 Nephrosclerose 2,436 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Name ; Alter (Jahre) 


Nr. |-——— Klinische Diagnose N 
des Patienten mg 

54 * Ef 68 Ca cardiae | 19,908 
55 J. W. 40 Hyperaciditat | 1,932 
56 J. B. 76 Innere Organe o. B. | 2.400 
57 P. W. 42 Achyl. gastr. | 5,376 
58 r &. 52 Neurasthenie | 1,176 
59 E. B. 64 Ca ventriculi 21,168 
60 J. R. 48 Bronchitis | 2,400 
61 J. F. 66 Ca oesophagi Wa. R. — | 21,420 
62 R. F 69 Ca cardiae 22,260 
63 J. R. -- Anaciditat des Magens | 4,248 
64 H. — Ca oesophagi | 14,800 
65 K. —— Ca ventriculi, Verdacht | 9,300 
66 > @ -- Hodgin. Mediastinaltumor 7,620 
67 Sch. — Nasen-('a-recidiv | 12/810 
68 M. o Ca ventriculi | 13,730 
69 K. _ . < 26,460 
70 S. a Ca oesophagi | 12,516 
71 eo —— . a | 12,660 
72 R. F. 44 Ca hepatis 15,564 
73 , 4 -- Ca ventriculi | 16,338 
74 K — Ca hepatis 13,272 
75 Wu — Ca ventriculi | 14,700 
76 x -- Ca recti | 12,726 
77 B — Ca ventriculi 15,666 
78 R — Ca pylori 17,094 
79 xX — Magen-Ca 18,060 
80 K oo Ca recti | 16,800 
81 L. Sch _— Leber-Ca u. Ikterus 15,020 
82 K. K — Ca ventriculi 16,716 
83 G. U — x. “ 12,432 
84 P -- Ca hepatis 13,758 
85 Pp; = 23 Tbe. pulm. 20,964. 
86 A. B 51 Pneumonie 17,388 ¥ 
87 K. M 62 Aortitis luetica 13,860 » 
88 O -- Schwangerschaft 0,060 
89 W. — Leberlues 11,440 » 
90 K. Sch. ~- Aortitis luetica 12,016 » 
91 R — Schwangerschaft 2,004 
92 F. -- _ 1,176 
93 Sch. os Tbe. pulm. 18,200 « 
94 je? -- Schwangerschaft 3,192 
95 G. H, 33 Emphys. pulm. 16,968 ~ 
96 K — Ca penis, vor 20 Tg. Extirpation 10,920 
97 I -- Lippen-Ca, vor 20 Tg. Extirpation 9,240 
98 W ~- Ca ventriculi, lt. Laparatomie 

inoperabel 20,160 
99 . — Schwangerschaft 1,392 
100 K. — 9 5,376 
101 > a — Ca-Verdacht 9,072 
96a K. — Ca penis, vor 40 Tg. Emuskulination 2,016 
96 b. K, a er ES L 1,176 
97a L. —_— Lippen-Ca, vor 40 Tg. Extirpation 3,024 


97b L. ; ae 0,756 





Proteolytische Fermente im Serum. IT. 189 


Aus den vorstehend zusammengestellten Untersuchungen geht 
hervor, daB beim Vorliegen maligner Tumoren eine Veriinderung des 
Blutes eintreten kann, und in allen hier angefiihrten Fallen eingetreten 
ist, bei der das Serum die Fahigkeit erlangt, arteigenes Normalfibrin 
abzubauen. Prinzipielle Unterschiede infolge des Sitzes oder der Ver- 
schiedenheit des Typus der Tumoren sind nicht vorhanden. 

Es war nun festzustellen, ob diese Umstellung des Serums nur fiir 
maligne Tumoren charakteristisch ist, oder ob sie in ahnlicher Weise 
auch bei anderen abnormen Zustanden des Organismus eintritt. 

Zunichst war dabei an Schwangerschaft zu denken, bei der sich 
ja die von Abderhalden gemachten Feststellungen am klarsten ab- 
zeichnen. 

Ich stelle deshalb in der nachstehenden Tabelle III eine Reihe 
von Untersuchungen an Schwangerenseren zusammen. Es ist daraus 
klar ersichtlich, daB die Schwangerschaft dem Serum nicht die Kihig- 
keit erteilt, arteigenes Fibrin abzubauen. 





Tabelle III. 
Neme | Alter (Jahre) 

— Diagnose N 

des Patienten mg 
R. 28 Schwangerschaft mens. VII 2,107 
K. V. 34 aay 3.262 
xX. _ . ‘ ? 0,637 
K. Sch. 32 ; Se 1,435 
M.N. 31 | x > 1,050 


Bei der bisher eingehaltenen Methodik haingt die Genauigkeit der 
Reaktion von der Qualitét des Dialysierschlauches ab, und diese ist 
trotz sorgfaltigster Voreichung und zartester Behandlung bei haufigem 
Wechsel nie absolut zuverlissig, zumal manches Mal bei 30 Sekunden 
langem Kochen zwecks Sterilisierung die Schliuche defekt wurden. 

Ich versuchte deshalb die Technik so umzugestalten, da®B der 
Dialysierschlauch in Fortfall kam. 

Allerdings hatten schon meine in anfangs erwaihnter Arbeit an- 
gestellten Versuche ergeben, da8 die optimalen Abbaubedingungen 
bei Dialyse gegen dem Serum isotonische Salzlésungen liegen. Da aber 
die Fehlerméglichkeit selbst bei exaktestem Arbeiten bei dauerndem 
Wechsel der Schliiuche zu groB ist, sind quantitativ geringere Abbau- 
werte noch immer dem gréBeren, aber nie sicher genauen der Dialyse 
vorzuziehen. 

Die nichstliegende Methode war, den Abbauvorgang statt im 
Dialysierschlauch im Reagenzglas vor sich gehen zu lassen. DaB die 
‘Abbauwerte bedeutend geringer sein wiirden, war sicher zu erwarten. 
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Wenn sich aber ergab, daB sie noch sicher meBbar waren, so war diese 
Methodik der oben angegebenen im Dialysierschlauch unbedingt vor- 
zuziehen. 

Ich versuchte deshalb durch Benutzung bekannter optischer 
Methoden die Feststellung des Abbaues, die mittels der Mikrokjeldahl- 
methode nur zeitraubend und kostspielig durchzufiihren ist, méglichst 
einfach zu halten. 

Das mir vom Pharmakologischen Institut freundlichst zur Ver- 
fiigung gestellte Pulfrichrefraktometer wurde zunichst in der von 
B. Wagner') angegebenen Gebrauchsart zur Priifung einer reichlichen 
Anzahl Untersuchungen verwendet. Es waren bei einigen positiven 
Seren geringfiigige Abweichungen der Vergleichsmessungen zwischen 
Serum und Serum + Normalfibrin zu finden. Trotzdem wurden trotz 
sorgfaltigster Technik einige Fehldiagnosen erhalten, die im Verein 
mit der Tatsache, daB die subjektive Fehlergrenze in gleicher Héhe 
mit wirklichen Abbauveranderungen stand, zur Aufgabe dieser Methodik 
zwangen. 

Weitere Versuche mit dem von dem Hygienischen Institut mir 
freundlichst zur Verfiigung gestellten auBerst empfindlichen Zeissschen 
Interferometer ergaben bei sorgfaltigster Ausfiihrung alle méglichen 
Abweichungen von den auf chemischem Wege gewonnenen Resultaten, 
so daB auch diese Methodik sich als viel weniger zuverlassig erwies, als 
sich die Mikrokjeldahlmethode bei allen bisherigen Untersuchungen 
gezeigt hatte. 

Aus diesen Griinden blieb ich bei der Reststickstoffbestimmung 
mittels Mikrokjeldahl, zumal es mir — wie nachstehend beschrieben — 
gelang, eine einfache, qualitativ und quantitativ sichere EnteiweiBungs- 
methode zu ermitteln, und die von mir modifizierte Mikrokjeldahl- 
apparatur so sicher und zuverlassig arbeitet, daB — unter Voraus- 
setzung peinlichster Sorgfalt, genauester MeBpipetten und reinster 
Chemikalien — einfache N-Bestimmungen an Stelle der iblichen 
Doppelbestimmungen gesetzt werden kénnen. 


Methodik. 


Fiir jedes Serum werden zwei Reagenzglaschen von etwa 15,0 ccm 
Fassungsvermégen numeriert und aufgestellt. In das eine kommt eine ge- 
ringe Menge (etwa 5,0mg) staubfein pulverisiertes Normalmenschen- 
fibrin. Das spontan geronnene Blut wird abzentrifugiert, das Serum in ein 
Reagenzglischen iiberfiihrt und gut durchgeschiittelt. Mit einer 1,0-cem- 
Prazisionsvollpipette, die durch mehrmaliges Hochziehen mit dem zu 
untersuchenden Serum durchspiilt war, wird in beide Reagenzglaschen 





1) Tabellen zum LEintauchrefraktometer. Sondershausen, Selbst- 
verlag, 1907. 
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genauestens je 1,0ccm Serum eingebracht, wobei man die Fliissigkeit 
von oben senkrecht auf den Boden der Glaschen fallen 148t, um das Fibrin 
tiichtig aufzuwirbeln und gut mit dem Serum zu vermischen. Die Pipette 
wird jedesmal sorgfaltig ausgeblasen. 

Die Reagenzglaiser werden unverkorkt zusammen mit einem dritten, 
mit Chloroform gefiilltem in ein Standglas gesetzt und dieses mit einer 
darauf gelegten Glasplatte verschlossen. 

Nach 24 Stunden Aufenthalt bei 39 bis 40°C im Brutschrank werden 
die Sera nach Folin-Wu enteiweiBt: 

In jedes Glaschen werden genauestens 7,0 ccm Aqua dest. + 1,0 cem 
einer 10proz. Natrium-Wolframatlésung + 1,0cem einer #/, n Schwefel- 
sdure einpipettiert, die Réhrehen griindlich geschiittelt, 15 Minuten stehen- 
gelassen und sodann ihr Inhalt durch Blaubandfilter von 7cm Durchmesser 
in andere Reagenzglischen wasserklar filtriert. 

Von dem Filtrat werden zweimal je 3,0ccm mit Prazisionsvollpipette 
in Mikrokjeldahlkolben gebracht, verbrannt und der darin enthaltene 
Stickstoff festgestellt. 

Schon die ersten Versuche zeigten, daB — wenn in auch sehr geringem 
MaBe — Differenzen zwischen dem Stickstoffgehalt des Filtrats von Serum 
allein und Serum + Substrat bei Tumorfallen zu finden waren, wahrend 
bei normalen Seren nur Differenzen auftraten, die viel geringer waren als 
bei Tumorseren und aus der Methodik zu stammen schienen. Infolgedessen 
waren die nachsten Untersuchungen darauf gerichtet, eine einfachere und 
fiir diesen Zweck geeignetere EnteiweiBungsmethode zu finden. Denn es 
war vor allen Dingen zu beriicksichtigen, daB die gré8te Fehlerméglichkeit 
beim Zusatz der drei verschiedenen Fliissigkeiten zur EnteiweiBung selbst 
bei sorgfaltigstem Arbeiten lag. Von allen durchgepriiften Methoden der 
EnteiweiBung hat sich die mit 2,5proz. Trichloressigsdure als die in diesem 
Falle beste erwiesen. 

Alma Hiller und Donald D. van Slyke*) haben eingehend festgestellt, 
da8 2,5proz. Trichloressigséure nicht nur am besten quantitativ alles hoch- 
molekulare Eiwei8 im Serum fallt, sondern daB auch die hydrolytische 
Zersetzung des Niederschlags bei lingerem Stehen gleich Null ist. Dazu 
kommt noch der technische Vorteil, daB die Zuriickhaltung von Fliissigkeit 
im Niederschlag bei dieser EnteiweiBungsmethode erheblich geringer ist 
als bei der nach Folin-Wu, und daB die Filtration viel rascher vor sich geht. 

Die Methodik wurde also dahin abgedndert, daB an Stelle der drei 
Fliissigkeiten nur die 2,5proz. Trichloressigséure allein verwendet wurde. 
Und zwar haben quantitative Untersuchungen an gleichem Serum ergeben, 
daB der Zusatz von 11,0 cem 2,5proz. Trichloressigsaéure zu 1,0 cem Serum 
das Optimalverhaltnis ist. 

Jede Untersuchung gestaltet sich also derart, daB das zu priifende Blut 
nach spontaner Gerinnung abzentrifugiert und das so erhaltene Serum in ein 
Reagenzglas iibertragen wird. Darauf kommen, wie vorstehend beschrieben, 
zweimal je 1,0 ccm Serum in ein leeres und in ein mit Substrat beschicktes 
Reagenzglischen. Diese werden zusammen mit einem mit Chloroform 
gefiillten Reagenzglas 24 Stunden bei 39 bis 40°C gehalten. 

Nach Ablauf dieser Zeit werden sie herausgenommen, in jedes kommen 
mit gleicher genauer Prazisionsvollpipette je 11,0 cem 2,5 proz. Trichloressig- 
sdurelésung, daraufhin werden sie kraftig unter Schaumbildung geschiittelt 


1) Journ. of biol. Chem. 58, 253. 
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und 15 Minuten stehengelassen. Dann wird ihr Inhalt durch gewéhnliche 
Schleicher-Schiill-Filter von 7 cm Durchmesser in andere saubere Glaschen 
filtriert, wobei genauestens darauf zu achten ist, daB die ersten Tropfen 
des Filtrats wasserklar sind. Sind sie triibe — was sehr selten vorkommt —, 
so 148t man ruhig weiter filtrieren und schickt nach dem zehnten Tropfen 
wasserklaren Filtrats die gesamte Fliissigkeit nochmals durch das gleiche 
Filter in ein anderes Glaschen. Dem Filtrat werden zweimal je 4,0 ccm mit 
gleicher Prazisionsvollpipette entnommen und in Mikrokjeldahlkolben 
iiberfiihrt. Die Pipette muB bei jedem neuen Filtrat ausgewaschen und 
sorgfaltigst getrocknet werden. 

Die Doppelbestimmungen miissen selbstverstandlich so weit  iiberein- 
stimmen, da8 der Fehler héchstens ein Zehntel der bei abbauenden Seren 
ersichtlichen Differenz zwischen Serum und Serum + Substrat betragt. 
Sonst ist das ganze Resultat unbedingt zu verwerfen. 

Uber 100 nach diesem neuen Verfahren angestellte Untersuchungen 
ergaben, daB die dabei aufgefundenen Abbauwerte bei exaktem Arbeiten 
geniigen, um sicher erkannt zu werden. 











Tabelle IV. 

a | Alter || 1 com Se 11,0ccm 2,5 proz. 

| Name (Jahre) | “Trichloressigedure, iecte te , 
Nr. || 1 Klinische Diagnose Neg ~ ccm Filtrat vt 

| , i] ohne Fibrin mit Fibrin 

d I aia ws sl I ss __ pestiitzt durch com n/200 H, SO, 
124) Ch.H. 65 | Tumor in Nabelgegend | $5 | — 1'99 
125 o.L. | 7 Ca ventriculi i ae | an 
126 B. 30 | Ca peritonei 4 | a 
127 4.N. | 62 | Ca ventriculi of a 

bi | J 

2,15 2,98 
128 J.K. | 65 | Magen-Ca | sp 2'00 
129) J. St. | 56 | Cardia-Ca i fe | an 
| ; (| 271 3.70 
130 | T. Sch.| — Lebertumor, operiert \ 269 3°68 
131) H.R. 39. Lungentumor a “on 
132). 60 | Ca d.retroperiton. Driisen | 4 oan 
| "i 2.38 2'82 
133 J. 45 | Cholecystitis, Lebertumor 2°39 284 
134 E. 45 Ca vesic. felleae nyo 
135 N. 47 Pylorusca yo van 
| Sekundare Andmie, Sub- 1,83 1,79 
1396 | J.P. | 40 | ciditat, Dyspepeie {| 1:78 1'82 
137 S. 51 | Uleus ventr. ae = 
138 Sch. | 59 Arteriosclerose | 3°84 oa. 
139 HH. Th. | 37 Uleus ventr. a oa 
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Tabelle IV Aeneas 





Nese , | Alter lceom Serum + 10 com 2,5 proz. 
| (Jahre) Trichloressigséure, davon je 
aie Tac = eee Klinische Diagnose sa — — ome 
. onne orin mi tworin 
eat ecammeeae gestiitzt durch com n/200 HySO, 
| 
140) MLK. | 39 | Peritonitis ios as 
{| Chron. Gastroenteritis, 1,52 1,53 
141 J.P. 35 | also keine Infektion 1,54 148 
142 Kk, 20 Gravida mens. X ‘a — 
Verdacht auf Cervix-Ca, 2,34 2,37 
143) A.J. | 47 histologisch negativ { 2°34 2'37 
145 T __ {| Symptome e. Tumors d. 2,47 3,05 
. r. Pallidum, Obduktion + 2,50 2,99 
147. ALA 59 Infiltration derl. Mamma, 3,73 4,39 
Oe Chirurg. Klinik, positiv 3,73 4,46 
148 S. 52 Uleus ventr. 4 aon 
149 G __ |, Operation: Magen-Ca mit 3,72 4,45 
Fp vielen Metastasen 3,66 4,45 
i . 2,60 3,10 
150 | M. _ Operation: Ca hepatis 2'62 3.15 
151 | J.1 63 Uleus ventr. a 2,59 
] . 2/35 238 
is2 || A. K. | 40 Sanduhrmagen 00 00 
. ve ve 2.78 2.78 
153 P.F. | 50 Subaciditat, Hepatitis 276 a'a4 
14 HD. | — Subaciditat 7] ~ sl 
1921 Ca 
165 GV. _ portio oper., Metastasen a = 
Kachektisches Aussehen ’ ‘' 
2.29 3,13 
156 L. 31 Ca ventr. | 2'33 3/09 
157 «KK. | @0 Sa es 3 
he 2.08 2'84 
18 JLW. | 49 . Ca cardiae 2°06 278 
dem an den Beinen, 1,78 181 
159 P. G. 60 subikt. Verfarbung 1,80 181 
160. 50 Ca pylori — m4 
165 A. St. | 63 | Anaciditét des Magens || 1,56 1s 
» = —— | 1,60 1,60 
166 M. 56 Querschnittslahmung ia 4 
Ca ventriculi, Saurewerte 
168 Sch, | 43! 0:9. Rd. GroBer Fiillungs- ae nyo 
| defekt a. d. gr. Kurvatur ’ ’ 
Ca ventr., operativ be- 2,40 2.88 
169.4. 0 | statigt | ae 2'87 
170 D 23 Obduktion: Mal Tumor, 1,98 2.50 
: linke Kleinhirnaffektion 2.05 2,52 
Ca ventr., Saurewerte 0:8, 1,88 2.48 
173 PLB. | 8 | Soy abn. Ro. Del. 1'388 2'40 
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Diese Ubersicht iiber 50 nach der neuen Methode verarbeitete 
Fille zeigt, daB die, wenn auch kleineren, Titrationswerte eine sichere 
Entscheidung zulassen. 

Beim Fehlen von malignem Tumor betrug die frei werdende Stick- 
stoffmenge nicht iiber 0,002 mg, so daB die von mir als Schwelle ge- 
nommene Zahl von 0,007 das reichlich Dreifache der schon sehr hoch 
angenommenen Fehlergrenze darstellt. Im ganzen wurden zunichst 
103 Fille untersucht, auf deren Ausfiihrung im einzelnen der Kiirze 
halber verzichtet werden darf. Ich stelle sie daher statistisch in der 
folgenden Tabelle V zusammen, die auch die vorerwahnten 50 Fille 


enthalt. 
Tabelle V. 





Anzahl Klinische Diagnose CaR positiv CaR negativ 


Ca ventriculi 
Ca pylori 
Ca mammae 
Ca hepatis (2mal kein Tumor 
palpabel) 

Maligne Abdominaltumoren 
Ca recti 
Gehirntumoren 
Lungentumoren 
Mammainfiltration 
Leberanschwellung + Ascitis 
Choielithiasis + Hydrops ves. 
fell. 


mi OTRO Cobo Mm bo 
-—SOooco coco 


Magenektasien 
Uleus ventriculi 
An- bzw. Hyperaciditat des 


ns 
Uleus duodeni 
Nierenbeckenreizung 
Nikotinherz 
Insuff. cordis 
Floride Lungentbe. 
Milzextirpation -+ Subaciditat 
des Magens 
Arteriosclerosen 
Benignes Osteom d. Wirbelsaiule 
Hodgkin, Anfangsstadium 
Perniciédse Andimie 
Basedow Struma magna 
Dysenterie 


mOoooo SfOSCS CK RR wR co to mm Bo 


oem = tO Coohtp~ 


_— i ee 1D waw 


moOooococeo 
—s i ee 


tr 


he ee DO 


Diese Aufzihlung in Tabelle V enthalt zwei Fille, in denen die 
Ca R“ positiv wurde, in denen aber die klinische Diagnose nicht auf 
Ca lautete. Der eine dieser Fille ist eine Lungentuberkulose, der andere 
ein Fall von Dysenterie. In diesem letzten ist die positive Diagnose 
deshalb zunichst besonders erstaunlich, weil in dem oben angefiihrten 
Fall 141 (chronische Gastroenteritis) eine negative Diagnose erhalten 
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worden war. Der Unterschied diirfte sich dadurch erklaren, daB es sich 
um eine einfache chronische Gastroenteritis ohne Allgemeinerschei- 
nungen handelte, wahrend im erwahnten Dysenteriefalle bereits ein 
Ubergehen der Erreger ins Blut stattgefunden hatte, wie der Unter- 
suchungsbefund des Hygienischen Instituts zeigte. Die beiden Fille 
erweckten zusammen mit den schon erwahnten Ergebnissen der ersten 
Methode') den Verdacht, da8 alle Infektionskrankheiten oder wenigstens 
die, die das Blut in Mitleidenschaft ziehen, diesem ebenfalls die Fahigkeit 
erteilen, Normalfibrin abzubauen. 

Ich habe deshalb zunichst systematisch eine Reihe von sicheren 
Infektionsfallen untersucht. 








Tabelle VI. 
Al Icom Serum + 11 com 2,5proz. 
Name (Jahre) Trichloressigaiure, davon je. 
Nr. Klinische Diagnose sn . com Filtrat a 
: ohne Fibrin mit Fibrin 
dee Fotientes gestiitzt durch ccm n/200 H, SO, 
317 £.P. — Lues 3,56 3,80 
321 M. Sch. 12 Tuberkulose 4.24 4.52 
323 | H.V. 49 Nasentumor: Lues 3,03 | 3,38 
339 || W. K. 49 Lungentuberkulose 4,11 4,52 
341 re 42 Typhus abd. 4,00 4,38 


Ausnahmslos ist in allen diesen Fallen der Fibrinabbau erfolgt. 
Durch dieses Verhalten ist es unméglich geworden, aus der bloBen Tat- 
sache des Abbaues von Normalfibrin durch Patientenserum auf das 
Vorliegen eines malignen Tumors bei diesen Patienten zu schlieBen. 

Dies ist besonders bedenklich, weil die gepriiften Infektionsarten 
sich in manchen Fillen — z. B. beginnender Tuberkulose — der klinischen 
Diagnose entziehen und dadurch Fehlschliisse hervorrufen kénnen. 

Es drangte sich nun durch eine Reihe von weiteren Beobachtungen 
die Vermutung auf, daB das Fibrin Carcinomatéser im Gegensatz zu 
normalem Fibrin einem Angriff des Serums nicht ausgesetzt sein kann ; 
bei einem etwaigen Abbau von Fibrin waren Verinderungen in der 
Gerinnungsgeschwindigkeit zu erwarten gewesen. Die Feststellung 
der Blutgerinnungszeiten bei Ca-Kranken ergab jedoch keine wesent- 
liche Abweichung von der Norm, tibrigens auch nicht bei Infektions- 
kranken. 

Die Untersuchung wurde mit einer einfachen und sicheren, eigens 
konstruierten Apparatur vorgenommen, die médglichst fehlerfreies 
Arbeiten gestattet. 


1) Am Ende von Tabelle II. 


13* 
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Auf einen Objekttrager wird ein etwa 1 mm hoher Glasring von 10,0 mm 
Durchmesser aufgekittet und seine Oberflache plan geschliffen. Auf dem 
elektrisch heizbaren Objekttisch des Mikroskops, der mit einer Kappe 
bedeckt ist, durch die nach Offnen eines Deckels das Objektivs des Mikroskops 
eingefiihrt werden kann, befindet sich auf zwei Lagern ein Halter fiir oben- 
beschriebenen Objekttriger. Dieser ist so gebaut, daB er mit dem Objekt- 
trager wie ein Wagebalken nach rechts oder links in der Langsrichtung 
geneigt werden kann und in jeder Stellung verharrt. Das Blut wird nach 
Reinigung der Fingerbeere durch Einstich und nach Fortwischen des ersten 
Tropfens direkt auf ein Deckglischen gebracht und dieses sofort auf den mit 
Vaseline bestrichenen Glasring gelegt, so daB sich der Bluttropfen in einer 
luftdichten Kammer von sehr kleinem Fassungsvermégen befindet. Dadurch 
wird nach Méglichkeit Verdunsten des Wassers verhiitet, und gleichzeitig 
gibt der vorgewirmte Objekttrager rasch seine Warme an den Bluttropfen 
ab. Durch ein schwaches Objektiv wird nun festgestellt, wie lange sich die 
Blutkérperchen infolge der schiefen Lage bewegen. Haben sie sich simtlich 
nach der tiefliegenden Seite angesammelt, so wird der Objekttrager nach 
der anderen Seite gekippt. 

Die Zeit bis zur Gerinnung wurde vom Augenblick der Entnahme bis 
zur vollstandigen Bewegungslosigkeit aller Blutkérperchen gemessen. 
Die Resultate bei Parallelbestimmungen differierten bei sorgfailtigem 
Arbeiten um héchsten 2 Sekunden. 











Tabelle VII. 
i as Gerinnungsseit 
I ul 
Normalblut ........ | 2rger 2’ 30” 
Br pe gretera dees | 214 2 16 
= BAe. of erre 0200 fl 2 30 2 31 
Magen-Ca-Blut ...... 2 52 2 51 
Cardia-Ca-Blut ...... 2 12 214 
Leber-Ca-Blut ....... 2 38 2 41 
ee Sr ae 2 54 2 53 
pont A Ai OS eS : 2 44 2 43 
Darmtuberkuloseblut . — 2 08 2 05 
Lungentuberkuloseblut . . . 2 46 | 2 &2 


Ein véllig analoges Ergebnis zeigen die in  nachstehender 
Tabelle VIII dargestellten Mikrokjeldahl-Untersuchungen. 








Tabelle VIII. 
ies’ | _ 1 com Serum Y ~ ccm 2.5 proz. pettee 
( ) , : sigsdure, davon je 8 ccm rat 
Nr. = Klinische Diagnose ohne Fibrin’ mit Normalfibrin |mit Ca-Fibrin 
des Patienten gestiitzt durch com n/200 H, SO, 
304 || 4. J. | 55 Magen-Ca 2.40 3,52 2.42 
305 || B. St. 48 Anaciditat 3,06 3,09 | 4,05 
326 || Sch. | — Penistumor *) 468 | 462 4,98 
340 K.K. | 42 Ca ventr. 345 | 3,85 3,44 
342 || G.W. | 52 Ca oesophagi 4,70 5,09 4,73 
346 J.B. | — Mal Knochentumor 3,03 | 3,40 3,06 





*) Dieser stellte sich histologisch als papillomatése Ausbreitung benigner Art heraus. 
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Tabelle VIII zeigt nun in der Tat, daB Fibrin aus Ca-Plasma 
von dem Serum anderer Ca-Trager nicht angegriffen wird, daB es 
dagegen vom menschlichen Normalserum genau so wie artfremdes 
Fibrin abgebaut wird, da8 genau umgekehrt normales Fibrin vom 
Serum Carcinomatéser abgebaut wird, wihrend es von Normalserum 
nicht veraindert wird. 


Infektionssera bauen, wie nachstehender Auszug aus zahlreichen 
Untersuchungen zeigt, beide Fibrinarten ab, und zwar in wechselndem 
MaBe einmal das eine, ein anderes Mal das andere starker (Tabelle IX). 


Alle Einzelheiten dieses Befundes bediirfen der Aufklirung. Ich 
habe auch schon in mehreren Richtungen Versuche aufgenommen, 
deren Ergebnisse in spiteren Arbeiten veréffentlicht werden sollen. 


Ich verschaffte mir ferner Fibrin von Lues-, Scharlach- und Tuber- 
kulosefillen. Von diesen muBte das Tuberkulosefibrin von den weiteren 
Untersuchungen ausgeschaltet werden, weil es sich herausstellte, dab 
es schon gegen Salzlésungen so empfindlich war, daB auf ein differentes 
Verhalten gegen verschiedene arteigene Sera nicht zu rechnen war. 

Einige orientierende Versuché am Schlu8 der Tabelle IX be- 
statigen das. 

Es erschien nun nicht ausgeschlossen, daB das Serum, das auf den 
Abbau des durch Tuberkulin verainderten Fibrins eingestellt ist, auch 
mit dem eigenen Eiwei8 der Tuberkelbazillen reagieren kénnte, und 
ich habe deshalb das Serum solcher Fille mit dem nachfolgend be- 
schriebenen, aus kauflichen Tuberkulinpraparaten hergestellten Substrat 
in Reaktion gebracht und in der Tat einen Abbau festgestellt. 


Als sicherstes Substrat erwies sich das mit 2,5proz. Trichloressig- 
siure ausgefillte, sorgfaltig ausgewaschene und bei 40°C getrocknete 
AlttuberkulineiweiB Koch. 


Zu 20,0 cem Alttuberkulin Koch wurden 200,0cem 2,5proz. Trichlor- 
essigsiure Merck zugesetzt, der Niederschlag nach zweistiindigem Steher 
abzentrifugiert, fiinfmal wieder mit Aqua dest. aufgeschwemmt, griindlich 
geschiittelt und abzentrifugiert. Der letzte Niederschlag wurde auf Glas- 
schilchen ausgebreitet und bei 40°C getrocknet. Das Ergebnis war etwa 
0,2 g gelblicher Substanz, die im Mérser staubfein pulverisiert wurde. Thr 
Verhalten ist genau analog den Fibrinen: normale Sera, Ca-Sera und In- 
fektionssera, mit Ausnahme von Tuberkulose, bauen es ab. Tuberkulose- 
sera lassen es intakt. 


Wenn wir nun das Resultat der ganzen letzten Tabellen zusammen- 
fassen, so miiBte sieh die Méglichkeit ergeben, maligne Tumoren auch 
in solchen Fallen sicher zu erkennen, wo klinisch eine Differentialdiagnose 
zwischen ihnen und Lues oder Tuberkulose nicht ohne weiteres durch- 
fiihrbar ist. Zugleich miissen auch diese Infektionskrankheiten mit 
dem Verfahren diagnostizierbar sein. Natiirlich fordert eine ent- 
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sprechende Durcharbeitung eines Falles eine entsprechende Menge 
von Material und steigert das MaB der aufzuwendenden Arbeit. 

In der Tabelle X berichte ich tiber eine Reihe von Fiillen, in 
denen mir die Diagnose vollstandig unbekannt war und in denen mir 
die Aufgabe gestellt war, die Krankheit festzustellen. 

Zum SchluB méchte ich noch die Frage erértern, ob Aussicht 
besteht, bei systematischer Anwendung meines Untersuchungsver- 
fahrens auf alle eines malignen Tumors verdichtigen Fille zu einer 
zuverlassigen Serodiagnose der malignen Tumoren zu gelangen. 

DaB fiir ein solches Verfahren insbesondere zur Stiitzung der 
Friihdiagnose das Bediirfnis vorhanden ist, braucht wohl nicht im 
einzelnen erértert zu werden. 

Von einem serodiagnostischen Verfahren muB verlangt werden, 
daB es méglichst in allen Fallen, in denen die gesuchte Erkrankung 
vorliegt, positiven, in simtlichen anderen Fillen, auch da, wo andere 
Erkrankungen vorliegen, negativen Ausschlag gibt. 

Wenn ich mein Material nach diesen Gesichtspunkten untersuche, 
so sehe ich mich genétigt, eine Reihe von Fallen auszuschlieBen, in 
denen der Patient nach der Untersuchung die Poliklinik nicht wieder 
aufsuchte und in denen der einmalige klinische Untersuchungsbefund 
nicht ausreichte, um das Vorliegen eines malignen Tumors mit Sicherheit 
festzustellen oder auszuschlieBen. Im ganzen geniigen von den unter- 
suchten 450 Fallen 382 den hier formulierten Bedingungen. Von diesen 
Fallen wurden klinisch 126 Fille als sichere Tumoren malignen 
Charakters bezeichnet. Von diesen Fallen erwiesen sich fiinf als negativ 
insofern, als sie Normalfibrin intakt lieBen und Carcinomfibrin abbauten. 
Nach Abgabe meines Untersuchungsergebnisses erfuhr ich, da® drei 
von diesen Seren dem gleichen Patienten entstammten, der ein schweres 
Oesphagus-Ca hatte und kurze Zeit danach ad exitum kam. Von den 
beiden anderen Fallen war der eije ebenfalls ein Oesophagus-Ca, der 
andere ein Larynx-Ca. 

In der folgenden Tabelle XI fasse ich die Einzelheiten des 
Materials zahlenmaBig zusammen, und es ergibt sich vor allem aus der 
Betrachtung dieses unbekannterweise dreimal untersuchten Falles, 
daB hier nicht etwa irgendwelche Zufalligkeiten oder technische Febler 
in Frage kommen, sondern daB offensichtlich eine GesetzmaBigkeit 
vorliegt, die wir noch nicht erfassen kénnen. Da in diesem Falle, ab- 
gesehen von einer Dilatation der Speiseréhre, kein irgendwie differenter 
therapeutischer Eingriff gemacht worden war, liegt es nahe, die spezi- 
fische Beschaffenheit des Tumors fiir den Ausfall der Reaktion ver- 
antwortlich zu machen. Indessen kann hieriiber nur ein breites Material 
Sicherheit verschaffen. 











200 H. J. Fuchs: 








Tabelle XI. 
Patienten com 0/200 HySO, 
Nr. ¥ Klinische Diagnose mit mit 
Al ohne »| Ca 
Name | (Jahre) Fibria prin’ Fibrin 
3. (306 K.K.| 64 | Ocsophagusstenose 6,01 604 652 
43/307 H.W.) 58 A 542 548 632 
F: |308 H.G.| 56 Magenschmerzen, Erbrechen | 5,92 5,93 6,39 
Subac. 
25 Bo | — Larynx-Ca 7,08 7,04 7,43 
331 P. | 51 Magenca 5,77. | 5,442 5,72 


Bei im ganzen drei von 129 Fillen hat also mein Verfahren einen 
sicher vorhandenen malignen Tumor nicht angezeigt. 

Die itibrigen 253 Fille meines Materials wiesen keine klinisch 
erkennbaren Anzeichen fiir das Vorliegen eines malignen Tumors auf; 
in keinem dieser Fille schlug mein Verfahren nach der positiven Seite 
aus). 

Im ganzen befinden sich also unter 382 sicher diagnostizierten 
Fallen drei Fehlresultate, was 0,8 Proz. entspricht, ein Prozentsatz, 
der sich noch unter dem anderer serodiagnostischer Untersuchungs- 
methoden allgemeiner Anwendung hilt. 

Diese prozentualen Ergebnisse meiner bisherigen Untersuchungen 
méchte ich aus dem Grunde nicht als definitiv ansehen, da mir in der 
ersten Zeit besonders viel klinisch sichere Tumorfille zur Untersuchung 
gestellt wurden. In der Praxis wiirden vermutlich diejenigen Fille 
stirker hervortreten, die lediglich durch fduBere Anzeichen tumor- 
verdichtig erscheinen, und es mag sein, daB sich damit eine Verschiebung 
des Prozentverhiltnisses einstellen kann. In einem groBen Prozentsatz 
dieser Fille wird es sich um latente Tuberkulose oder andere schleichende 
Infektionskrankheiten handeln, die mit Hilfe meines erweiterten Ver- 
fahrens ebenfalls erkennbar sind. 

Wenn ich daher auch nicht behaupten will, daB es zurzeit schon 
méglich ist, mit Hilfe meines Verfahrens jeden malignen Tumor zu er- 
kenhnen, so glaube ich doch, daB man in einer ganzen Reihe von unklaren 
Fallen mit Hilfe meines Verfahrens zur Stiitzung einer einfachen oder 
Differentialdiagnose gelangen kann. 


1) In einem klinisch negativen Falle, den ich der Liebenswiirdigkeit von 
Herrn Prof. Stepp (Jena) verdanke, wurde positives Resultat erhalten. 
Hier war, wie bei einigen anderen Untersuchungen, nicht meine sonst geiibte 
Technik eingehalten worden, sondern ich hatte versucht, die Auswertung 
meiner Resultate auf interferometrischem Wege vorzunehmen. Da sich aber 
die Interferometrie — wie bereits erwahnt — als wenig geeignet erwies, 
glaube ich diese Fille ausschalten zu diirfen. 
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Es ist unméglich, im Rahmen dieser Arbeit simtliche Befunde 
einzeln abzuhandeln. Die in den einzelnen Tabellen angefiihrten Fille 
sollen nur ein einigermaBen iibersichtliches Bild von den zahlreichen 
Gesamtuntersuchungen geben. 


Zusammenfassung. 

Fasse ich die berichteten Tatsachen itbersichtlich zusammen, so 
ergibt sich folgendes: 

1. Normales Serum baut artgleiches Normalfibrin nicht ab, dagegen 
jedes artgleiche pathologische Fibrin. 

2. Pathologisches Serum baut artgleiches gleichpathologisches 
Fibrin nicht ab, dagegen artgleiches Normalfibrin und artgleiche anders- 
pathologische Fibrine. 

3. Dieses Verhalten ist bei malignen Tumoren — gleichgiiltig ob 
Carcinom, Sarkom oder Chondrom usw. — ebenso wie bei Lues und 
Scharlach das vollstandig gleiche. 

4. Bei Tuberkulose verhalt sich das aus tuberkulésem Blut ge- 
wonnene Fibrin insofern anders, als es im Gegensatz zu allen anderen 
Fibrinen schon gegen physiologische Kochsalz- oder Ringerlésung 
sehr wenig widerstandsfahig ist. Infolgedessen ist die Hauptbedingung 
der als Substrat verwendeten Fibrine: Unléslichkeit, nicht erfiillt. 
Als Substrat wird ein aus Alttuberkulin gewonnener unléslicher EiweiB- 
niederschlag verwendet, der sich analog den anderen Fibrinsubstraten 
verhalt. 

Weitere Untersuchungen sind dauernd im Gange. 


Ich spreche Herrn Prof. Bittorf von der medizinischen Universitats- 
Poliklinik und seinen Herren Assistenten fiir weitgehendes Entgegenkommen 
und reichliche Belieferung mit Untersuchungsmaterial meinen besten Dank 
aus. Herrn Prof. Schmitz, dessen Freundlichkeit und Unterstiitzung in 
jeder Beziehung ich die Anstellung der Untersuchungen iiber proteolytische 
Fermente im Serum verdanke, gestatte ich mir, auch an dieser Stelle er- 
gebenst zu danken. 


. 











Die Fermente der Haut. V. 


Von 


J. Wohigemuth. 


Atmung und Glykolyse der Haut und ihre Beeinflussung 
durch Hormone. 


Von 


E. Klopstock. 


(Aus der chemischen und dermatologischen Abteilung des Rudolf Virchow- 
Krankenhauses zu Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1926.) 


4 
In den vorausgegangenen Mitteilungen konnte berichtet werden, 
daB der Nachweis eines reichen Fermentbestandes in der menschlichen 
und tierischen Haut gegliickt ist. 


Wohlgemuth und Yamasaki') fanden daselbst verhaltnismaBig groBe 
Mengen von Diastase, Lipase, Katalase, Phenolase; ferner ein autolytisches 
Ferment sowie ein peptolytisches. Wohlgemuth und Klopstock*) haben in ihr 
eine Gelatinase und ein gut wirksames nucleinséurespaltendes Ferment nach- 
gewiesen ; ferner konnten sie Differenzen in der Verteilung der Enzyme iiber 
die verschiedenen Kérperregionen, sowie Verschiedenheiten in der Haut von 
Erwachsenen und Sauglingen feststellen. Wohlgemuth und Sugihara*) wiesen 
nach, daB die Haut von Lebenden und die von Leichen in ihrem Ferment- 
bestand keine wesentlichen Unterschiede zeigt, da8 tierische Haut ferment- 
reicher zu sein pflegt als menschliche, de8 zwischen dem Gehalt an Enzymen 
in Blut und Haut kein direkter Paralielismus besteht, und daB die ver- 
schiedenen Strahlenarten, wie Sonne, kiinstliche Héhensonne, Ultrasonne 
und Réntgenstrahlen teils zu einer Vermehrung (Phenolase), teils zu einer 
Verminderung (Diastase, Lipase) der Fermente in der Haut fiihren kénnen. 
Und endlich konnten Wohlgemuth und Nakamura‘) zeigen, da8 die Haut 
in hohem MaBe befahigt ist, Poly-, Di- und Monosaccharide auf oxydativem 
Wege abzubauen und aus ihnen Acetaldehyd zu bilden. 


1) Wohlgemuth und Yamasaki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 25; diese 
Zeitschr. 147, 203, 1924. 

2) Wohlgemuth und Klopstock, diese Zeitschr. 158, 487, 1924. 

8) Wohlgemuth und Sugihara, ebendaselbst 168, 260, 1925. 

*) Wohlgemuth und Nakamura, ebendaselbst 178, 258, 1926. 
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Alle diese Untersuchungen waren teils mit Extrakten aus Haut, 
teils mit mechanisch stark zerkleinerter Haut angestellt worden. Es 
galt nun, einen Einblick zu gewinnen in das Stoffwechselgetriebe der 
Hautzelle selber, solange sie aus dem Zellverband noch nicht gewaltsam 
herausgelést ist. Fiir dieses Studium verfiigen wir tiber zwei fiir jede 
Zelle charakteristische physiologische Vorgange: die Atmung und die 
Glykolyse. Warburg') und seinen Schiilern ist es in erster Linie zu 
verdanken, auf die Wichtigkeit dieser beiden Zellfunktionen fiir den 
Ablauf der Lebensvorgiinge in lebenden und iiberlebenden Organen 
hingewiesen und ihr Studium erméglicht zu haben. Eine iiberaus geist- 
volle und exakte Methodik ist von ihm geschaffen worden, die es erlaubt, 
quantitativ beide Vorginge an Gewebsschnitten zu verfolgen. Das 
Prinzip der Methode ist im wesentlichen, unter aeroben und anaeroben 
Bedingungen das Auftreten und Verschwinden von Gasen volumetrisch 
zu bestimmen. Bei der Atmung wird durch einen im Experimentier- 
gefaB befindlichen Trog mit Kalilauge die sich bildende Kohlensiure 
absorbiert, so daB die Sauerstoffzehrung quantitativ gemessen werden 
kann. Bei der anaeroben Glykolyse wird die auftretende Kohlensaure 
bestimmt, die durch Freiwerden aus dem Bicarbonat infolge der Milch- 
siurebildung aus Zucker entsteht. Wird Atmung und Glykolyse gleich- 
zeitig unter physiologischen aeroben Bedingungen zu messen gesucht, 
dann wird bei zwei méglichst gleichen Gewebsschnitten unter ver- 
schiedenen Raumbedingungen die Gasvolumenanderung festgestellt und 
rechnerisch das Auftreten der Extrakohlensiure und das Verschwinden 
von Sauerstoff gefunden. 


Bei menschlicher Haut gelingen die Rasiermesserschnitte des 
Gewebes in der erforderlichen Dicke (Héchststarke 0,2 mm) bei einiger 
Ubung leicht. Dickere Schnitte wurden in der endgiiltigen Berechnung 
nicht verwertet. Als Apparatur benutzten wir die hierfiir von Warburg 
geschaffene. 


Was zunichst die Atmung anbetrifft, so lag uns daran fest- 
zustellen, welche Normalwerte lebensfrische menschliche Haut hat, und 
inwieweit sich die Haut frischer Leichen, die an verschiedenen Krank- 
heiten in verschiedenen Lebensaltern zugrunde gegangen sind, anders 
verhilt. Von einer ausfiihrlichen Darstellung der Protokolle sehen 
wir ab, méchten aber in einem Beispiel, das wir in extenso mitteilen, 
illustrieren, wie wir in allen unseren Versuchen vorgegangen sind. Fiir 
diesen Versuch wurde die iiberlebende Haut von einem wegen Gangrin 
frisch amputierten Unterschenkel genommen. 


1) Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923; S. Minami, ebendaselbst 
142, 334, 1923; Warburg, Posener und Negelein, ebendaselbst 152, 51 und 
309, 1924. 
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Tabelle I. 
Atmungsversuch. Temperatur 37,5°. 
Ablesung nach Manometer | Versuch Ablesung nach Manometer Vesuush 

0’ 15,0 19,95 75’ 14.9 14.9 
15 15,0 18,85 90 14.8 13,8 
30 15,1 18,0 105 14,9 12.7 
45 15,05 16,95 120 15,0 11,7 
60 15,0 15,9 





Schnittgewicht 12,3 mg. Schnittdicke 0.2mm. Qo ,=— 38 


Fiir unsere Versuche an iiberlebender Haut standen uns Manner 
und Frauen!) im Alter von 22 bis 67 Jahren zur Verfiigung, bei denen 
infolge irgend einer Erkrankung die Amputation eines Gliedes vor- 
genommen werden muBte. Meistens handelte es sich um Diabetes, 
Arteriosklerose, Carcinom, Sepsis, gutartige Tumoren usw.; mitunter 
erhielten wir auch normale, frische Haut von plastischen Operationen. 

Die Werte, die wir fiir die Atmung fanden, werden nach Warburg 
Kubikzentimeter verbrauchten O, 

Stunde . mg Gewebe 

Nahmen wir die oberste Hautschicht, die sich mikroskopisch aus 
reinem Epithel zusammensetzt, so erhielten wir folgende Werte: 

Qo, = — 2,8, — 2,2, — 2,2, — 1,8, — 1,2, — 1,3, — 3,8, — 1,45, 
— 1,0, — 3,6. Der Durchschnittswert fiir Qo, ist demnach — 2,1. 

Verwandten wir nicht die alleroberste Hautschicht, sondern eine 
tiefere Lage, so bekamen wir folgende Resultate: 

Qo, = —0,8, — 0,34, — 0,7, — 0,6, sehr klein, — 2,0. Hiernach 
ist der Durchschnittswert fiir Qo, etwa — 0,75. Dabei zeigte sich: Je 
gréBer im Gewebsschnitt der Anteil an Epithel war, desto mehr niherte 
sich der Wert dem ersten Durchschnittswert fiir Qo,. Uberwog in 
dem Hautschnitt der Anteil des Bindegewebes, so sank der Wert fiir 
Qo, und niherte sich dem Nullpunkt. Dieser Befund steht in guter 
Ubereinstimmung mit der Beohachtung von Warburg, Posener und 
Negelein (l.c. 8.329), wonach der Stoffwechsel des Bindegewebes 
(Muskelfaszie von Ratten) minimal ist. 


Vergleichen wir die Atmungswerte mit den an tierischer Haut 
(Meerschweinchen, s. unten) gefundenen, so sehen wir, daB diese kraftiger 
atmet als die menschliche Haut. Fiir jene (oberste Hautschicht) ergibt 
sich als Durchschnittswert von 14 Bestimmungen Qo, = — 3,0. — Ein 


1) Den Herren Christeller, Miihsam, Stickel und Unger méchten wir 
auch an dieser Stelle fiir Lieferung des Materials unseren verbindlichsten 
Dank aussprechen. 





ausgedriickt als Qo, = 
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Vergleich mit der Atmung anderer menschlicher Organe ist nur in 
beschranktem Umfang méglich, da bisher nur von zwei untergeordneten 
die AtmungsgréBe bekannt ist, und zwar von normaler Lymphdriise 
und normaler Rachenmandel. Hier betrigt nach Warburg der Wert fir 
Qo, = — 3,8 bzw. — 5,1. Demnach ist die Atmung der Haut von der- 
selben GréBenordnung wie die der Lymphdriise; denn wir begegneten 
auch hier Werten von — 3,6 und — 3,8 (s. oben). 

Um die Frage des Uberlebens der Haut beim Absterben des ganzen 
Organismus zu kliren, untersuchten wir Gewebsschnitte von Leichen- 
haut 1 bis 60 Stunden post exitum. Die verschiedensten Todesursachen 
und Lebensalter, sowie beide Geschlechter wurden benutzt. Fiir die 
oberste Schicht waren unsere Resultate : 

Qo, = — 0,88, — 1,2, — 2,2, — 3,0, — 4,0, — 2,8, — 2,04, — 2,0, 
— 1,0 — 1,5, — 1,0, — 1,2, — 2,2 — 3,3. Durchschnitt: 2,0. 

Tiefere Schichten: 

Qo, = — 0,3, sehr klein, — 0,5, sehr klein, sehr klein, klein, klein, 
— 1,2, — 1,0, — 0,6. Durchschnitt: etwa — 0,4. 

Auch hier gilt, daB der gefundene Wert proportional der im Schnitt 
enthaltenen Epithelmenge ist. | 

Gefrierschnitte von iiberlebender Haut ergaben fiir die oberste 
Schicht: Qo, = — 0,7, tiefe Lage — 0,1. 

Es zeigte sich also, wie zu erwarten war, daB durch den groben 
Eingriff des Gefrierens die Atmung erheblich geschidigt wurde. Dagegen 
hat der Tod des Gesamtorganismus auf die das Leben so eminent 
charakterisierende Eigenschaft der ‘Atmung der Haut zunachst keinen 
irgendwie nennenswerten EinfluB. Es zeigt sich also beim Atmungs- 
ferment das gleiche Verhalten wie bei den anderen Hautfermenten : 
Der Tod fiihrt nicht sofort zu einer Abnahme der Fermente in der Haut ; 
sie kénnen hier noch lange Zeit in ungeschwachtem MaBe fortbestehen. 
Im Gegensatz dazu ist bekanntlich die Atmung anderer Organzellen 
(Carcinom, Muskel usw.) weit empfindlicher gegeniiber dem Sistieren 
der Zirkulation. 

Ein gewisses Abweichen von der Norm ergab sich bisweilen aber 
doch in der Atmung der Leichenhaut, und zwar dann, wenn wir die 
Versuche iiber mehrere Stunden hinaus fortfiihrten. Wahrend lebens- 
frische Haut stundenlang gleichmaBig atmete, beobachteten wir bei 
der Leichenhaut mitunter von der dritten Stunde ab, jedoch nicht 
immer, eine UnregelmaiBigkeit im Sauerstoffverbrauch. Offenbar 
verliert die Zelle der Leichenhaut bisweilen schneller ihre Vitalitat als 
die der lebensfrischen Haut. 

Ein etwas deutlicherer Unterschied lieB sich aber bei der Verfolgung 
der anaeroben Glykolyse erkennen. In diesen unseren Versuchen hielten 
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wir uns gleichfalls genau an die Vorschriften von Warburg. Auch hier 
priiften wir von iiberlebender Haut sowohl die oberflachlichen wie die 
tiefen Schichten, und in derselben Weise auch die Leichenhaut. Ein 
Versuch sei hier ausfiihrlich wiedergegeben, von den anderen nur die 
Resultate mitgeteilt. Die im nachfolgenden Versuch verwandte iiber- 
lebende Haut stammte von dem Bauchlappen eines Patienten, der 
wegen Gallenblasenempyem operiert wurde. 


Tabelle II. 


Anaerober Glykolyseversuch. Temperatur 37,5°. 





Ablesung nach Manometer Versuch Kontrolle 

0’ 15,0 20,0 20,1 
15 15,05 22'2 20/2 
30 15,1 243 20:3 
45 15,0 26,4 20,4 
60 149 28,7 20:6 
]h 0’ 15,0 20,0 20,1 
15 15,0 22,2 20,2 
30 15,1 24.1 20,1 

45 49 25,9 20,05 
Qh 148 28.0 20,3 


Schnittgewichte: A = 8,2 mg, B = 8,7 mg. Schnittdicke etwa 0,17 mm. Q8d, = +116. 


Nachfolgend teilen wir die gesamten Resultate unserer Versuche 
zur Bestimmung der anaeroben Glykolyse mit, ausgedriickt durch 


x, _. emm gebildete CO, 


CO: “" Stunde . mg Gewicht 


1. Uberlebende Haut. 
a) Oberflichliche Schicht: QG%, = + 5,8, + 11,6, + 3,5, + 3,55. 
Durchschnitt: + 6,0. 
b) Tiefere Schicht: QN;, stets sehr klein. 


2. Leichenhaut. 

a) Oberflichliche Schicht: Q&%, = + 2,33, + 1,4, + 5,8, + 5,9, 
+ 1,6. Durchschnitt: + 3,4. 

b) Tiefere Schicht: Q&y,, = sehr klein, + 1,5, + 1,0, + 1,3, + 1,3, 
+ 0,9, sehr klein. Durchschnitt: + 0,9. 

Die Werte fiir die oberflichliche Schicht der iiberlebenden Haut 
sind demnach héher als fiir die der Leichenhaut. In tieferer Schicht 
scheint die Leichenhaut etwas starker zu glykolysieren als die lebens- 


POET" Neetmem conent en ey EE 


raticeicbeeee ee ee 
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frische Haut.. Doch gilt im allgemeinen fiir die tieferen Schichten beziig- 
lich der Glykolyse dasselbe wie beziiglich der Atmung. 

Beim Vergleich dieser Werte mit den Glykolysewerten von Meer- 
schweinchenhaut (s. unten) ergibt sich auch fiir die Glykolyse eine starkere 
Wirkung der tierischen Haut. Denn der Durchschnittswert fiir diese, 
berechnet aus 14 Versuchen, betragt Qd, = + 7,2. Von menschlichen 
Organen ist bisher auch nur fiir Lymphdriise und Rachenmandel der 
betreffende Wert ermittelt, er betrigt + 4,7 bzw. + 12,8 (Warburg, 
Posener, Negelein, |.c.). Der Wert fiir menschliche Haut liegt somit 
zwischen beiden. 

Auch die aerobe Glykolyse haben wir in der Hautzelle studiert. 
Leider verliefen die Versuche nicht mit der gewiinschten RegelmaBigkeit 
und gaben oft sehr schlechte Manometerausschlige. Den Grund hierfiir 
haben wir leider nicht feststellen kénnen. Im allgemeinen aber erhielten 
wir fiir Qed, nur kleine Werte. 

Es fragt sich nun, wie fiigen sich die Hautzellen in das von Warburg 
aufgestellte Zellsystem. Nach Warburg liefern Zellen, die sich in lebhafter 
Proliferation befinden, anaerobe Glykolysewerte, welche die Atmungs- 
werte um ein Vielfaches iibertreffen. Vergleicht man bei diesen Geweben 
die Glykolysewerte in Gegenwart von Sauerstoff mit den Atmungs- 


Cb 


werten, so ist der Quotient “fast = 0. Im Gegensatz dazu liefern 
oO 

bésartige Geschwiilste einen Quotientenwert um 3 herum. Hiernach 

und nach unseren Befunden fiigen sich die Zellen der Haut, entsprechend 

ihren physiologischen Funktionen, zwanglos in den Rahmen der gutartig 

proliferierenden Gewebe. 

Von den hier mitgeteilten Zahlen seien wegen ihres besonderen 
Interesses die Glykolysewerte herausgehoben, die wir bei der Unter- 
suchung von Diabetikern erhielten. Qd, an tiberlebender Haut = + 3,5, 
an Leichenhaut + 1,6. Diese Werte liegen an der unteren Grenze der 
Normalwerte. Es scheint demnach, da8 trotz der groBen Stérung im 
Gesamtstoffwechsel die Haut des Diabetikers beziiglich ihrer glyko- 
lytischen Kraft nichts einbiBt. Wir sind damit beschaftigt, diese Frage 
und gleichzeitig die Atmung an einem gréBeren Material weiter zu 
verfolgen. 


Il. 

Mit der zahlenmaBigen Feststellung der GréBe von Atmung und 
Glykolyse der Hautzelle war eine sichere Grundlage geschaffen fiir 
die weitere Erforschung physiologischer Stoffwechselvorgange in der 
Haut. Von diesen interessierte uns zunichst, wie die Hautzelle auf 
Impulse antwortet, die ihr aus verschiedenen Kérperregionen mit dem 
Blute zustrémen. Es ist eine bekannte Tatsache, daB von ganz be- 
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stimmten Organen bestimmte Inkrete in das Blut abgegeben werden 
und diese in ganz entfernt liegenden Bezirken ihre Wirkung entfalten 
kénnen. Es war deshalb verlockend zu untersuchen, ob und welche 
von diesen Inkreten befahigt sind, einen EinfluB auch auf den physiologi- 
schen Ablauf von Atmung und Glykolyse in der Haut auszuiiben. 

Die Versuchsanordnung war hiernach gegeben. 

Wir gingen dabei so vor, daB wir den Manometertrog I als Thermo- 
manometer laufen lieben, Manometertrog II und III mit zwei méglichst 
gleichen Gewebsschnitten beschickten, Trog II mit gewéhnlichem 
Ringer bzw. Glykolyse-Ringer, Trog III mit gleicher Menge Inkret- 
Ringergemisch versetzten. Die H-Ionenkonzentration war in beiden 
GefiBen stets gleich, mit Ausnahme der Adrenalinversuche, auf die 
wir weiter unten eingehen werden. Als Inkrete verwandten wir Handels- 
praparate, deren Zusammensetzung relativ konstant und bekannt ist. 
Die erforderlichen Leerversuche sind jedesmal angestellt worden. Zu 
den folgenden Versuchen verwandten wir nur tiberlebende Haut. Wegen 
der Beschaffungsschwierigkeit von frischer menschlicher Haut benutzten 
wir die Bauchhaut von Meerschweinchen und stellten nur Kontroll- 
versuche mit tiberlebender Menschenhaut an, wenn uns solche gerade 
zur Verfiigung stand. 


1. Versuche mit Ovoglandol. 


Von der wirksamen Substanz der Ovarien ist bekannt, daB sie den 
Sauerstoffverbrauch des Gesamtorganismus steigert. Hiernach durfte man, 
wenn iiberhaupt eine Beeinflussung des Hautstoffwechsels durch dieses 
Hormon sich bemerkbar machen sollte, auch fiir die Hautzelle einen ver- 
mehrten Sauerstoffverbrauch erwarten. In der Tat ergaben unsere Versuche 
eine Beschleunigung des Atmungsprozesses um mehr als das Doppelte. 








Tabelle III. 
Verdiinnung | : 10). 
Versuch Qo: i Differenz 
: Kontrolle Versuch Proz. 
re ae —53 | 230 
a , —3,7 — 6,7 180 
ls Ss 2 ea — 2,2 — 58 260 
ee 8... eK. 2 ae 
Durehschn. | —24 | —51 | 220 


Samtliche Versuche ergaben iibereinstimmend eine enorme Steigerung 
der Atmung unter dem EinfluB des Inkretes. Anders dagegen fielen die 
Versuche mit anaerober Glykolyse aus. 

1) Von der angegebenen Verdiinnung wurden hier und in allen 
folgenden Versuchen stets 3ccm verwandt. 
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Tabelle IV. 
N. 
Versuch a Rcd, arty Differens 
Kontrolle Versuch Proz 
rere + 14,0 + 13,0 95 
Be be « + 47 + 54 115 
Durchschn. + 94 + 92 105 


Demnach erfahrt die anaerobe Glykolyse keinerlei Beeinflussung durch 
t Ovoglandol. 


2. Versuche mit Hypophysin. 


Vom Hypophysin kennt man eine Wirkung auf den _ Blut- 
druck, auf die Atmung, auf die glatte Muskulatur des Uterus und 
auf die Nierensekretion, keine dagegen, die in irgend einer Beziehung 
zum Chemismus der Zelle steht. Die Versuchsanordnung war hier die 
gleiche wie vorhin. 


ee 


Tabelle V. 


Verdiinnung 1: 10. 








Veen Oc do 4. Differeng 
Kontrolle Versuch Proz 
a i : — 2.7 —I1l 40 
ert — 3,1 sebrklein(ca.0.3) ~ 10 
ga —48 — 15 30 
Durchschn. — 35 —10 30 

Tabelle VI. 
N, 

Versuch eco, Difiecens 
Kontrolle Versuch Proz. 
Be esate + 13.8 . 8.0 60 
eres + 6§]1 + 44 85 
Durchschn. + 95 | + 6,2 70 





Hypophysin iibt also einen stoffwechselverlangsamenden EinfluS 
aus: sehr stark wird die Atmung, in geringem Grade auch die Glykolyse 
gehemmt. 


3. Versuche mit Thyreoglandol. 


a er trae anerarr ng 


Das Thyreoglandol bewirkt bekanntlich eine michtige Steigerung des 
Stoffwechsels. Dementsprechend fanden wir unter dem EinfluB dieses 
Hormons eine enorme Vermehrung des Sauerstoffverbrauchs. 


Biochemische Zeitschrift Band 175. 14 
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Tabelle VII. 
Vensedh } Angewandte Qo Differenz 
. Inkretverdunnung Ct ee ee oe 
Kontrolle Versuch Proz. 
a 1:10 —19 —1,6 —_— 
i¥ 1 :50*) —0,4 —1,0 250 
Ill. 1:50 —12 —58 480 
IV . = 1:50 —21 — 3,8 180 
Durchschnitt . 1:50 —12 —35 300 
*) Schnitt etwas dick. 
Tabelle VIII. 
Angewandte QNs, Differenz 
Versuch ndiestealionne ai. 
Kontrolle Versuch Proz. 
. 1:10 + 1,85 +14 — 
ll. 1:20 +20 +08 40 
Ill. 1:20 + 3,1 +13 40 
Durchschnitt . 1:20 + 26 +11 40 





Sowohl bei der Atmung wie bei der Glykolyse sehen wir ein Aus- 
bleiben der Wirkung im Versuch 1. Offenbar war hier die Hormon- 
menge zu groB gewiahlt. In allen anderen Versuchen sind dagegen 
die Resultate ganz eindeutig: enorme Steigerung der Atmung, starke 
Herabsetzung der Glykolyse. Thyreoglandol verhilt sich also be- 
ziiglich der Atmung wie das Ovoglandol, doch ist hier die Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs noch viel gréBer. 


4. Versuche mit Testiglandol. 


In seiner Wirkung auf den Stoffwechsel ahnelt das Testiglandol der 
Ovarialsubstanz; doch ist seine Wirkung wesentlich schwicher. Dement- 
sprechend finden wir auch hier eine Steigerung der Atmung, die hinter der 
des Ovoglandols zuriickbleibt. AuBerdem ergab sich eine Herabsetzung 
der Glykolyse. 


Tabelle IX. 





Vesieuh Angewandte Differenz 
Inkretverdiinnung ~ a 
Kontrolle Versuch Proz. 
? 1; 20 —13 — 25 190 
Bs. 1:10 —1,7 —12 = 
It. 1:20 —2,1 —32 a 150 
Durchschnitt 1; 20 —1,7 —29 170 


Voz 
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Tabelle X. 











A d QR? Diff 
Vessech A ae tee te rt CO, . , ifferenz 
Kontrolle Versuch Proz. 
a ai We ok 1:10 + 26 + 3.1 120 
ere 1:20 + 89 +42 50 
are a aS 1:20 + 6,4 + 49 75 
Differenz . 1:20 + 7,7 + 46 60 


Versuch 2 der Atmung und Versuch 1 der Glykolyse gaben von den 
anderen abweichende Werte; wahrscheinlich, weil zu beiden Versuchen die 
zugesetzte Hormonmenge zu groB war. Dafiir lassen die anderen Versuche 
deutlich erkennen, daB das Testiglandol — wenn auch schwacher ganz 
ahnlich dem Thyreoglandol wirkt, nimlich die Atmung steigert, die Glykolyse 
herabsetzt. 

5. Versuche mit Insulin. 


Vom Insulin ist bekannt, daB es unter bestimmten Bedingungen die 
Glykogensynthese begiinstigt, und daB es den oxydativen Zuckerabbau 
betrachtlich férdern kann, je nach dem Organ, auf das es einwirkt. So ist 
seine Wirkung auf die Acetaldehydbildung der Leber wesentlich starker 
als auf die der Haut. Ob Insulin auch den anaeroben Zuckerabbau beein- 
flussen kann, dariiber ist bisher noch nichts bekannt. 

Zunachst studierten wir den EinfluB des Insulins auf die Atmung und 
erhielten folgende Resultate: 


Tabelle XI. 





Versuch aa, Cait aen... 9 mi eat Differenz 
Kontrolle Versuch Proz. 
Bs 0,1: 600 — 3,1 — 1,6 50 
eae 0,1 : 1500 — 7,8 — 6,6 85 
rane 0,1: 300 —3,4 — 2,1 60 
av. 0,1: 600 — 6,4 — 26 40 
ae tee S 0,1 30 i — 4,6 — 3,4 75 
Durchschnitt . aa — 5,1 —33 65 


In allen Versuchen kann man eine deutliche Abschwachung der Atmung 
konstatieren. Am wirksamsten erwies sich das Insulin bei einer Verdiinnung 
von 1: 600. 

Die Glykolyseversuche hatten folgendes Ergebnis: 


Tabelle XII. 











Angewandte Qh, Differenz 
Versuch Inkretverdiinnung =——_—— a Ser 
Kontrolle Versuch Proz. 
| OE TS sae 0,1 : 100 + 56,1 +48 90 
re a 0,1; 100 + 7,0 + 8,6 120 
See bss _0,1 : 500 - + 10,0 +91 90 
Durchschnitt . — + 7,4 +75 100 


i4* 








to 
to 
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Die anaerobe Glykolyse erfihrt somit keine Beeinflussung durch 
Insulin. In einem Versuch, der hier nicht angefiihrt ist, da er einen nicht 
ganz regelmaBigen Verlauf nahm, beobachteten wir allerdings eine Steigerung, 
doch betrachten wir dieses Ergebnis nur als eine Ausnahme’). 


6. Versuche mit Adrenalin. 


Vom Adrenalin ist auBer seiner Wirkung auf das GefaBsystem bekannt, 
daB es Glykogen in den Organen mobilisiert und so eine voriibergehende 
“rhéhung des Blutzuckers und eine Zuckerausscheidung durch den Harn 
herbeifiihrt. Hiernach erwarteten wir von dem Adrenalin besonders inter- 
essante Aufschliisse tiber seinen Einflu8 speziell auf die Glykolyse der Haut. 
Leider stellten sich aber unseren Versuchen groBe Schwierigkeiten in 
den Weg. 

Wihrend die meisten Inkrete verhiltnismaéBig stabile Kérper sind, 
wissen wir vom Adrenalin, da8 es auBerst labil ist. Das trat in unseren 
Versuchen ganz augenfallig in die Erscheinung; sobald wir namlich die salz- 
saure Lésung von Suprarenin mit Ringerlésung verdiinnten, begann sie 
schon nach wenigen Minuten sich rétlich zu verfirben und zeigte nach 
Verlauf von einer Stunde ein deutlich rote Farbe. Die schnelle Zersetzlich- 
keit des Adrenalins machte sich nun bei unseren Versuchen sehr unangenehm 
bemerkbar. Wenn man niamlich eine mit Adrenalin versetzte Ringerlésung 
allein in der Warburgschen Apparatur beobachtet, so sieht man sofort einen 
starken Sauerstoffverbrauch, der-allerdings mit fortschreitender Zeit kleiner 
wird, und nach Verlauf von etwa 2 Stunden gleich Null ist. Ein solcher 
Leerversuch nahm fiir gewéhnlich folgenden Verlauf: 


Tabelle XIII. 





Adrenalin-Ringer 
Abgelesen nach eet. sue Ringerkontrolle 
I II 

0’ 15,0 20,0 20.0 

30 12,0 16,8 19,9 

60 8,9 14,6 19.9 

90 7,9 13,9 19.9 

120 7,1 13,4 20.0 

150 7,1 13,3 19,9 

180 7,1 13,4 20,0 


Deshalb beriicksichtigten wir bei unseren Atmungsversuchen mit 
Haut nicht die in den ersten 2 Stunden eintretenden Manometer- 
anderungen, sondern benutzten fiir unsere Berechnung nur die in der 
dritten bzw. vierten Stunde beobachteten Werte, von der Annahme aus- 


1) Nachtrag bei der Korrektur. In einer vor kurzem erschienenen Arbeit 
(diese Zeitschr. 171, 381, 1926) erwaihnen O. Meyerhof und K. Lohmann 
anhangsweise (s. 8. 397), daB Insulin keine Anderung des Stoffwechsels 
der grauen Hirnsubstanz in Ringerlésung bedingt, in Serum 6iters, aber 
nicht immer, die Atmung ein wenig erhdht. 
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gehend, daB dann schon die Eigenoxydation des Adrenalins beendet 
war. — Noch ein zweites Moment machte sich bei diesen Versuchen an- 
fanglich stérend bemerkbar, namlich die stark saure Beschaffenheit der im 
Handel befindlichen Praparate. Allerdings arbeiteten wir meist mit sehr 
starken Verdiinnungen, so da dieser Fehler nicht 
wicht fallt. 

In Tabelle XIV teilen wir zwei Versuche mit starkem, zwei . mit 
schwachem Adrenalingehalt mit. Als Ausgangslésung diente stets das kauf- 
liche Suprarenin-hydrochloricum 1: 1000. 


sonderlich ins Ge- 


Tabelle XIV. 





Versuch 2 psig 
é Kontrolle Versuch Proz. 
Dg aes 10: 5,0 —63 —8,2 130 
Ra alghieg 10: 10,0 —48 —50 100 
Il. O01: 10.0 — 3.6 —39 110 
Vv . 0,1: 100.0 —18 —22 120 
Durchschnitt — 41 — 4,82 118 


Nach diesen Versuchen bewirkt Adrenalin eine geringe Beschleunigung 
der Atmung der Haut. Da dieselbe selbst bei einer so starken Verdiinnung 
des Adrenalins wie in Versuch IV (0,1: 100,0) in die Erscheinung tritt, wo 
von einem eigenen Sauerstoffverbrauch des Adrenalins kaum noch gesprochen 
werden kann, méchten wir diesen Befund — allerdings aus den oben an- 
gefiihrten Griinden mit der nétigen Reserve —— doch einige Bedeutung bei- 
messen, 

Eine einwandfreie Bestimmung der anaeroben Glykolyse in Gegenwart 
von Adrenalin ist uns in keinem Falle gegliickt. Stets traten so unregel- 
maBige Manometerschwankungen auf — neben regellosem Anstieg plétzlich 
vélliger Stillstand des Manometers —, daB wir zu keinen brauchbaren 
Resultaten gekommen sind und deshalb auf die Wiedergabe derselben 
verzichten. 


Fassen wir unsere Resultate in bezug auf die tibrigen Inkrete 
zusammen, so ergibt sich folgendes: 


Tabelle XV. 








Inkrete 


durch Ovoglandol 


»  Hypophysin 
»  Thyreoglandol 
.  Testiglandol 
. Insulin 
Hiernach haben einen 
der 


. Anderung der 


Atmung 


um 220 Proz. 


” os 


— 
i. im 
,» & , 


verstarkenden Einflu8 


Glykolyse 


um 105 Proz. 
_ « 
40 

Ba 60 * 


~ 100 


auf die Atmung 


Haut gezeigt in erster Reihe Thyreoglandol, dann Ovoglandol 
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und Testiglandol, wihrend Insulin und besonders Hypophysin die 
Atmung herabsetzen. Auf die anaerobe Glykolyse hat keines der 
untersuchten Inkrete verstirkend gewirkt, dagegen abschwichend am 
stirksten Thyreoglandol, dann Testiglandol und Hypophysin. 


Bei diesen Untersuchungen haben wir die Erfahrung gemacht, 
daB es keineswegs gleichgiiltig ist, in welcher Konzentration ein Hormon 
zur Anwendung kommt. Wahlt man die Menge zu groB, so kann entweder 
die charakteristische Wirkung vollkommen ausbleiben, oder es kann 
sogar der entgegengesetzte Effekt auftreten. Das geht unter anderem 
deutlich hervor aus Atmungsversuch I mit Thyreoglandol, in dem eine 
Hemmung resultiert, obwohl gerade dieses Hormon die Hautatmung 
enorm steigert, und Atmungsversuch II mit Testiglandol, wo auch 
statt der erwarteten Férderung eine betriachtliche Hemmung zu kon- 
statieren ist. Offenbar liegen die Verhaltnisse bei den Hormonen ahnlich 
wie bei den Fermentaktivatoren, von denen ja bekannt ist, daB sie im 
Uberschu8, statt zu férdern, die Fermentwirkung stark hemmen kénnen. 


Abgesehen von der wichtigen Tatsache, daB die normale Hautzelle 
der Wirkung bestimmter Hormone unterliegt, erscheinen uns diese 
Untersuchungen auch in allgemeiner Beziehung recht interessant. 
Denn es ist hier an dem Beispiel der Hautzelle iiberhaupt zum erstenmal 
gezeigt worden, da Hormone auf den physiologischen Stoffwechsel 
der normalen Zelle in ganz bestimmter Richtung wirken kénnen. Bisher 
hatte man stets die Wirkung der Hormone studiert, entweder an dem 
Verhalten des Gesamtorganismus oder an der Erscheinung, die von 
ihnen an einem isolierten Organ ausgelést wurden. Hier ist zum ersten- 
mal der Versuch gemacht, den Einflu8 der Hormone an der Zelle selbst 
unter Beobachtung zweier fiir ihren Fortbestand auBerst wichtiger und 
aiuBerst charakteristischer Faktoren, der Atmung und der Glykolyse, 
zu verfolgen. Mit dieser Versuchsanordnung ist die Méglichkeit gegeben, 
einer Frage niherzutreten, die schon lange die Physiologie beschaftigt, 
nimlich der Frage von der gegenseitigen Beeinflussung der inner- 
sekretorischen Organe untereinander. In ihren wichtigsten Punkten 
harrt sie bisher noch der Klirung. Vielleicht gelingt es, auf dem von 
uns eingeschlagenen Wege vorwirtszukommen, wenn man zunachst 
Atmung und Glykolyse eines Gewebes z. B. der Leber unter dem 
EinfluB jedes Hormones gesondert studiert und dann die kombinierte 
Wirkung von zwei oder mehr Hormonen verfolgt. Derartige Versuche 
sind bereits im Gange. 


Zusammenfassung. 


1. Atmung und Glykolyse der menschlichen Haut werden nach 
der Vorschrift von Warburg bestimmt. 
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2. Der Durchschnittswert fiir die Atmung frischer menschlicher 
Haut betriigt Qo, - 2.1, fiir die anaerobe Glykolyse dd, 6. 
Die entsprechenden Werte fiir Leichenhaut sind Qo. = — 2,0 und 
QNs, + 3,4. Diese Werte beziehen sich nur auf die oberflichlichen 
Hautpartien; die tieferen Schichten liefern wegen ihres starken binde- 
gewebigen Anteils wesentlich kleinere Werte. — Die aerobe Glykolyse 
der Haut ergab nur sehr kleine Werte. 

3. Hiernach fiigt sich die Haut zwanglos in das von Warburg auf- 
gestellte System der gutartig proliferierenden Zellen. 

4. Durch Hormone der verschiedensten Art werden sowohl Atmung 
wie Glykolyse der Haut in charakteristischer Weise beeinfluBt. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir dem JapanausschuB 
der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft zu verdanken haben. 
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Von 


J. Wohlgemuth. 


Uber das Verhalten der Lipase und iiber das Vorkommen 
von Phosphatase, Sulfatase und Carboxylase in der Haut. 


Von 
Yasuo Nakamura. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow- Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1926.) 


I. Lipase. 


Wohlgemuth und Yamasaki') haben festgestellt, daB sich in der 
Haut ein fettspaltendes Ferment findet, und daB diese Lipase gegeniiber 
den sonst im tierischen Organismus vorkommenden insofern eine Sonder- 
stellung einnimmt, als sie sowohl gegen Chinin wie gegen Atoxy] resistent 
ist. In dem Unterhautfettgewebe fanden sie gleichfalls eine Lipase, 
und auch diese zeigte Chinin- und Atoxylresistenz. Diese Uberein- 
stimmung in dem Verhalten beider Lipasen Giften gegeniiber legte den 
Gedanken nahe, daB vielleicht ein genetischer Zusammenhang bestiinde 
zwischen der Haut und dem unter ihr liegenden Fett. Wenn das der 
Fall war, muBte an anderen Stellen des Kérpers abgelagertes Fett eine 
andere Lipase enthalten. Es wurden deshalb die im Fett der Nieren- 
kapsel und im Mesenterialfett sich findenden Lipasen auf Chinin- und 
Atoxylresistenz gepriift; aber auch sie zeigten das gleiche Verhalten 
wie die Lipase deg Unterhautfettgewebes. Vielleicht beruht diese 
funktionelle Ubereinstimmung zwischen Subcutis und den verschiedenen 
Fettgeweben auf deren gleichen embryonalen Ursprung; denn sie alle 
leiten sich her von dem Mesenchym der Keimanlage. 


') Wohlgemuth und Yamasaki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 25; diese 
Zeitschr. 147, 203, 1924. 
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Ich untersuchte nun, bei welcher Wasserstoffionenkonzentration die 
Wirkung der menschlichen Hautlipase optimal ist. 

Die bisher gepriiften tierischen Lipasen zeigen hierin recht erhebliche 
Differenzen untereinander. So liegt das Optimum der Pankreaslipase und 
der Serumlipase nach Davidsohn') bei py = 8, der Darmlipase bei py = 8,5, 
das der Magenlipase bei Pu 5.7. Es war nun von Interesse festzustellen, 
welcher von den genannten Lipasen die der Haut beziiglich ihres Wirkungs- 
optimums am nachsten steht. 

Die fiir diese Versuche erforderlichen Hautextrakte stellten wir 
uns so her, daB wir Haut von Leichen zunichst mit der Schere méglichst 
fein zerkleinerten und dann mit Glassplittern in der Reibschale unter 
Zusatz von lproz. Kochsalzlésung griindlichst zerrieben, bis zu einem 
fast homogenen Brei. Das Verhiltnis von Kochsalzlésung zur Substanz 
war stets 3:1. Dieser Brei blieb 24 Stunden im Eisschrank stehen, 
wurde am nichsten Tage abzentrifugiert und der itiberstehende Extrakt 
zum Versuch verwandt. Jeder Versuch setzte sich, soweit nicht anders 
angegeben ist, zusammen aus 4,0ccm Hautextrakt, 1,0cem der je- 
weiligen Pufferlésung und 25ccm gesiittigter wisseriger Tributyrin- 
lésung. Siamtliche Pufferlésungen wurden nach Sérensen bereitet. 

Die Versuchsanordnung war so, daB nach dem Vorgang von Ogawa*) 
in einem mit doppeltdurchbohrten Stopfen verschlossenen kleinen Pulver- 
glas, das in einem Wasserbade von 25°C stand, zuniichst die Tributyrinlésung 
vorgewarmt, dann der Puffer und gleich darauf die Lipaselésung zugegeben 
wurde. Unmittelbar nach der Michung wurde durch die in der einen Durch- 
bohrung des Stopfens befindliche Tropfpipette die notwendige Menge 
angesogen und die Tropfenzahl festgestellt. Die Tropfpipette selbst trug 
einen kurzen Gummischlauch, der mit einer Klemme verschlossen war 
und jedesmal beim Ansaugen und Zahlen geéffnet wurde. In der zweiten 
Durchbohrung des Stopfens befand sich zur Herstellung der Kommunikation 
mit der AuBenluft ein einfaches Glasrohr, um den AbfluB aus der Tropf- 
pipette ungestért vor sich gehen zu lassen. Auf diese Weise waren Tempe- 
raturschwankungen durch die hiufige Entnahme von Proben vermieden. 
Die Zahlung wurde stets 1 Stunde lang durchgefiibrt und geschah immer 
in Intervallen von 10 Minuten. Auf diese Weise wurde zunichst das 
Wirkungsoptimum der Lipase der menschlichen Haut bestimmt. 

Die Reaktion der in der oben beschriebenen Weise hergestellten 
Hautextrakte ist mannigfachen Schwankungen unterworfen; meist 
liegt sie bei py = 7, mitunter begegnet man aber auch Extrakten mit 
einer py = 6,8 bis 6,5. Wahrscheinlich beruht das auf der Bildung 
saurer Produkte in der Haut nach Eintritt des Todes infolge auto- 
lytischer Vorgiinge in den absterbenden Zellen. Da nun diese Eigen- 
reaktion des Extrakts je nach ihrer Abweichung von dem Neutralpunkt 
das zugesetzte Puffergemisch mehr oder weniger stark beeinflubt, so 


1) Davidsohn, diese Zeitschr. 45, 284, 1912; 49, 249, 1913. 
2) J. Ogawa, ebendaselbst 149, 216, 1924. 
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haben wir jedesmal bei Beginn und nach Beendigung des Versuchs die 
Reaktion gemessen; das geschah stets auf kolorimetrischem Wege. 

Es wurde nun zunichst mit Phosphatpuffergemischen im Bereich 
von py = 6,0 bis 8,0 die Wirkung der verschiedenen H’ an diversen 
Extrakten untersucht. In der folgenden Tabelle I fiihre ich eine solche 
Versuchsreihe an. 











Tabelle I. 
of = a = > ni am Tropf hi h Minut ? 
pie 4 Phosphatgemisch Pa aurpagenenpanemmnisean wont Pa 
Beginn 0 0 D0 DW) 0 SD & | Schius 
1 (Kontrolle) 7,0 136 133 127 124 120 116 114 7,0 
2 Prim. Phosphat 6,1 136 134 131 128 125 123 122 61 
Prim. “ 7,0 ll oe . a | . 
3 | hing . go | 6&8 136 132 126 123/120 116 114 68 
\ Prim. 2 6,0 : i ne . . 
4 | See ° 40 | 6% 136 132/125 121/119 115 113 6,9 
{ Prim. 2 &,0 | or . 
5{ see : 50 | 70 136 132 125 120/116 114, 112 6,9 
{ Prim. 3.0 I) « ae 
6{ sec ° 7o | 78 186 131/123 118/115 112 1072 
7 | Sek. F 7,6 136 131/123 119/115 113,111. 7,5 
Sek. , 100 ; ~ 
8 | Ol Vo | 77 186 132/125 120/116 114/112 7,6 
Sek. » WOh. i “os 
9 | ap 29 | 78 185/131) 125 120/116 14 1137, 
Sek. = 10,0 | . , lvoe 9 
10 | sane 30 | 80 135) 132/128 126/124 121 118, 7,9 


Wir sehen, daB im Bereich von py = 6,9 bis 7,8 die Spaltung eine 
bessere ist als ohne Zusatz eines Puffers; am besten ist sie bei py = 7,3. 
In anderen Fallen lag das Optimum der Wirkung etwas mehr nach 
der alkalischen Seite bei py, = 7,5, in manchen wiederum dem Neutral- 
punkt naher bei py = 7,1, so daB man wohl sagen kann, daB das 
Optimum der Hautlipase im Bereich von py = 7,1 bis 7,5 gelegen ist. 
Sie zeigt somit keine Ubereinstimmung mit einer der oben zitierten 
Lipasen; am niachsten kame sie noch der Serumlipase, fiir die Rona’) 
bisweilen als optimale Reaktion 7,0 fand. 

Auch bei der Lipase aus den oberflachlichen Hautschichten fanden 
wir als optimale Reaktion py = 7,0 bis 7,5. 

Im Anschlu8 hieran wurde untersucht, bei welcher Reaktion die 
Lipase des Unterhautfettgewebes ihre optimale Wirkung entfaltet. Die 





1) Rona, diese Zeitschr. 38, 413, 1911. 
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Extrakte wurden in der gleichen Weise wie bei der Haut gewonnen; 
sie reagierten indes meist weit saurer als die aus der Haut, fiir gewéhnlich 
schwankte die Reaktion zwischen py = 6,0 bis 6,3. Auch hier priiften 
wir zunichst mit Phosphatpuffern, bei welcher Reaktion optimale 
Wirkung erzielt wird, indem wir jedesmal zu Beginn und am SchluB 
des Versuchs die Reaktion kontrollierten. Aus meinen Protokollen 
sei ein solcher Versuch angefiihrt. 





Tabelle II. 
Tropf bl ch Minut 
ae Phosphatgemisch Pu hoc eerpaeayerees Pu 
Beginn 0 10 20 ww 40 SO 00 SchluB 
1 Ohne 6.4 131 120 115 112 110 108 106 64 
2 ~=«~Prim. Phosphat 58 131 120 115 110 106 104 103 58 
Prim. n 9.0 . . 
3 fl eae 7 Yo } 61 131/115 106 102/100, 99 98 6,1 
{ Prim. a 85 | ol on . 
4{) Sek. ‘ 3 | 62 131 14 104 100 98 97 97 6) 
5 | a... 8 20 | 64 131 112 101 98 97 9% 9% 64 
6 | — - = 66 131 112 101 99 98 98 97 65 
oy Prim. a 5,0 | - " . 
2 a So | 89 131 110 100 99 98 97 9% 68 
8 Sek. x 75 130 104 98 97 96 96 95 74 
Sek. , 100 : ‘LP 
9 | meOH 10 7,6 131 105 100 98| 97 9% % 75 
Sek. » 100 ) ‘ ss 
10 | mon 29 | 77 130 115 105 103 102/111 99 7,6 
il { | 79 130 119 110 105 102 101 100 78 


Auch hier liegt die optimale Wirkung bei py = 7,5, doch sehen 
wir, daB in einem weit gréBeren Reaktionsbereich als beim Hautextrakt 
ein nahezu optimaler Effekt erreicht wird. Der Grund hierfiir ist 
vielleicht zu suchen in der Beobachtung, daB es fiir das Resultat keines- 
wegs gleichgiiltig ist, welches Puffergemisch fiir die Herstellung einer 
bestimmten Reaktion verwandt wird, daB verschiedene Systeme trotz 
gleicher Reaktion einen ganz verschiedenen Effekt bedingen kémnen. 

So beobachteten wir zunachst einmal, daB, wenn wir den Extrakt 
z. B. aus Unterhautfettgewebe bei seiner urspriinglichen Reaktion 
untersuchten und in einem Parallelversuch ein Phosphatgemisch von 
der gleichen Reaktion dem Fermentsubstratgemisch zusetzten, ohne 
daB dadurch die H -Konzentration irgendwie geandert wurde, in dieser 
Portion die Tributyrinspaltung eine wesentlich bessere war als in der 
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Kontrolle, obwohl auch am SchluB des Versuchs in beiden Portionen 
die gleiche Reaktion festgestellt wurde. Als Beleg fiihre ich je zwei 


*arallelversuche an. 
Tabelle III. 








Wen Pu Tropfenzah! nach Minuten Pu 

oni Phosphatgemisch zu ooo 
Beginn 0 10 | 20 w 40 50 60 = SchluB 

la Ohne 64 131 120 115) 112/110 108 106 64 


1b{ Sr Phosphat 5 | 6 |\131/112/101| 98| 97/ 96/ 96) 6,4 


2a Ohne 63 | 130 123) 116, 112) 110 108 107 6,2 


| — anon 1 63 130109 96 92 91 90 9 63 

Aus beiden Versuchen ersehen wir, daB die Gegenwart von Phosphat- 
ionen tatsichlich eine ganz bedeutende Verstirkung der Lipasewirkung 
bedingt. Wir méchten daraus schlieBen, daB das Phosphation eine 
aktivierende Wirkung auf die Lipase hat. Allerdings miissen wir ein- 
schrinkend bemerken, daB uns diese Feststellung nur an der Lipase 
aus Unterhautfettgewebe und aus Mesenterialfett gelang, nicht dagegen 
an der Hautlipase. Vermutlich liegt das daran, daB die Extrakte aus 
der Haut an sich schon so viel Phosphat enthalten, daB ein weiterer 
Zusatz die Bedingungen fiir die Lipasewirkung nicht mehr zu_ver- 
bessern imstande ist. 

Mit diesem Befund wird nun auch klar, weshalb bei dem Lipase- 
extrakt aus Unterhautfettgewebe in einem viel weiteren Reaktions- 
bereich ein nahezu optimaler Effekt erzielt wurde als bei dem Haut- 
extrakt ; offenbar deshalb, weil hier — in dem an sich phosphatarmen 
Extrakt — die Phosphationen ihren aktivierenden EinfluB besonders 
deutlich in die Erscheinung treten lassen konnten. 

In dieser aktivierenden Wirkung der Phosphationen auf die Lipase 
sehen wir ein Analggon zu der von Wohlgemuth') festgestellten akti- 
vierenden Wirkung des Chlorions auf die Diastase. 

Wir haben nun weiter untersucht, wie Puffergemische anderer 
Zusammensetzung, z. B. aus Glykokoll, Borat und Citrat, im Vergleich 
zu Phosphat auf die Lipase der Haut wirken. Vorausgeschickt sei, dab 
Ogawa bei der Untersuchung der Lipase aus Takadiastase*) festgestellt 


1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 10, 1908. 

2) Zu der FuBnote in der Arbeit von Ogawa, |. c. S. 216, in der mit- 
geteilt wird, daB im Laboratorium von Prof. Michaelis in Berlin das Vor- 
handensein eines fettspaltenden Ferments in der Takadiastase festgestellt 
worden ist, sei bemerkt, daB ich schon lange vorher in der Takadiastase 
unter anderen Fermenten auch eine Lipase gefunden und dariiber in dieser 
Zeitschr. 89, 336, 1912 ausfiihrlich berichtet habe. Wohlgemuth. 
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hat, daB Borat die Lipase hemmt, Glykokoll aber ohne Einflu8 auf 
das Ferment ist, bei der Magenlipase dagegen die Hemmung nur in 
ganz geringem Mabe zum Ausdruck kommt. 


Wir fiihrten diese Versuche sowohl mit Extrakten aus der Haut 
wie aus dem Unterhautfettgewebe aus. Eine groBe Schwierigkeit war 
indes bei diesen Versuchen zu iiberwinden, nimlich die Reaktion mit 
allen Puffern so einzustellen, daB sie in allen Vergleichsportionen auch 
die gleiche war. Durch standiges Variieren der Mengenverhiltnisse 
gelang das schlieBlich in zufriedenstellender Weise. Die Wirkungen der 
vier Puffer wurden an der Hautlipase studiert bei py = 7,5, an der 
Unterhautfettgewebslipase bei py = 7,0. Das Resultat dieser Unter- 
suchungen gebe ich in den Tabellen IV und V wieder. 


Tabelle IV. 

















_— PH Tropfenzah! nach Minuten Pu 

such Puffer zu gs ie a zum 

Beginn 0 10 20 » | +0 50 60 SchluB 

1 Ohne 7,0 142) 137 | 130 125,121 118 117. 69 

2 NaOH 7,5 142 | 137 131 125/122 119 118) 7,4 

3 | a, SON Se | 75 143 | 134 | 126 120/116 114, 112) 7,4 
. 

4 | ry ms | 75 wn 130 124/120 118 117, 7,4 
{ Glykokoll 9,0 97 | 1990 | = a 
5 | NeOH Vo | 75 148/ 134/127 122/119 117115744 

. } 
{| Citrat 3,0 |) . p —t « 
6 | NaOH 70 | 7,5 143 | 136 130 125 | 120 118 116 74 
Tabelle V. 
' . 
Ver ; Pu Tropfenzahl nach Minuten Pu 
ba Puffer zu on, rer ao TT T ad r zum 
Beginn 9 10 20 | 30) 4 50) 60 © Schlus 
Ohne 6,0 143 141/138 136 134 131 128 6,0 


2 NaOH 7, 143 160 | 135 131 128 127/126 69 


{ Prim. Phosphat 5,0 | - , ‘ mn 
3 | Sek. . 50 | 7,0 143 138/130 125 120 116 113 7,0 


{ Glykokoll 95\) - ° 9 ot « 
4 {| Son o's | 7.0 143 140/133 128/125 121/117 70 
{ Borat 45 | - 6 on 99 : 
8 {ian $2 | 7,0 143 139/134 129/125 123/122 6,9 
6 | Citrat 25 | 70 143 140 136 132 130 128 127 7.0 


| NaOH 75 ij 7 
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Aus beiden Versuchsreihen geht hervor, daB, wie nach den oben 
mitgeteilten Versuchen zu erwarten war, der Phosphatpuffer am 
giinstigsten auf die Tributyrinspaltung wirkt. Dann folgt der Glykokoll- 
puffer, der auch eine merkliche Beschleunigung bewirkt, wihrend 
Citrat- und Boratpuffer auf die Hautlipase ohne EinfluB bleiben. Bei 
der Unterhautfettgewebslipase wirkt auch der Boratpuffer begiinstigend 
auf die Tributyrinspaltung. 

Bei der Beurteilung, ob ein Puffergemisch die Lipasewirkung 
begiinstigt oder nicht, darf man nicht als Vergleichswert den Effekt 
aufstellen, den man mit Phosphatpuffer erzielt. Denn wir haben oben 
gezeigt (s. Tabelle III), daB das Phosphation als Aktivator gegeniiber 
der Lipase zu gelten hat. Als Vergleichswert mu8 unseres Erachtens 
derjenige herangezogen werden, den man bekommt unter Verwendung 
eines indifferenten Reaktionsregulators wie n/10 NaOH (s. Tabelle V, 
Versuch 2 und Tabelle VI, Versuch 2). Mit diesem Werte verglichen, 
wirkt nicht nur der Phosphatpuffer aktivierend auf die Hautlipase, 
sondern auch der Glykokollpuffer, und bei der Lipase des Unterhaut- 
fettgewebes auch der Boratpuffer, wahrend der Citratpuffer stets 
ohne EinfluB bleibt. 

SchlieBlich wurde noch untersucht, einmal wie die Hautlipase sich 
verhalt, wenn man etwaige &térende Stoffe durch Dialyse entfernt, 
und ferner, ob ihre urspriingliche Atoxyl- und Chininresistenz durch 
die Dialyse eine Anderung erfihrt. Da fiir diese Versuche eine groBe 
Menge gut wirksamer Fermentliésung notwendig war, diese aber aus 
Hautmaterial nicht leicht beschafft werden konnte, stellten wir diese 
Versuche an einem aus Unterhautfettgewebe hergestellten Extrakt 
an, zumal die in ihm enthaltene Lipase den gleichen Charakter hat wie 
die Hautlipase. Von dem frisch hergestellten Extrakt wurde ein Teil 
zuriickbehalten zu Kontrollversuchen, der andere in einem Pergament- 
schlauch unter Toluol der Dialyse gegen flieBendes Wasser unter- 
worfen und nun in Zwischenriumen von 2, 3 und 5 Tagen auf seinen 
Gehalt an Lipase und auf sein Verhalten gegeniiber Chinin und Atoxyl 
gepriift. Das Ergebnis teile ich in Tabelle VI mit (s. nachste Seite). 

Aus ihr geht zunichst hervor, daB nach zweitagiger Dialyse (Ver- 
such 4) die Lipasewirkung eine geringe Zunahme erfahrt, vielleicht 
infolge Entfernung stérender saurer Produkte; denn wir sehen die 
Reaktion sich dem Neutralpunkt etwas nihern. Nach dreitagiger 
Dialyse (Versuch 7) ist der Wert wieder eine Spur schwacher, und nach 
5 Tagen (Versuch 10) sehen wir eine betriichtliche Abnahme in der 
Wirkung. In der Kontrollportion (Versuch 13), die bei Zimmertemperatur 
gehalten wurde, war die Lipase ungeschwicht erhalten geblieben. 

Gleichzeitig mit der Abnahme der Lipase bei der Dialyse hatte 
auch die Resistenz gegen Chinin, besonders aber gegen Atoxyl, stark 
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Tabelle VI. 

‘e Peery ee Pa | Tropfenzahl nach Minuten | Pu 
such Beginn | 0 | 10 | 20) 30 | 4 | 50 60 | SchiuB 
1 Ohne Dialyse. . . 6,0 | 140) 128/119) 115/113 112 112 59 
2 10mg Atoxyl... 60 141) 134/131 130 130 129 129 59 
3110, Chinin... 60 141) | 1382 123, 118 «115 113 I 6,0 
4 | Dialyse (2 Tage) . 6.2 141/129) 120 114 110 108 108 6,1 
5 | 10mg Atoxyl. . . 6.2 141 | 134) 131/ 130/129 129 128 62 
610 , Chinin... 6.2 141/131) 121) 117 115 113 112. «61 
7 | Dialyse (3 Tage) . 62 141/130; 122 115 113 110 109 6,1 
8 10mg Atoxyl... 6,2 141 | 134| 130 129 129 128 127. 62 
9/10, Chinin... 6,2 141 | 132; 123 119 116 114 113. 6,1 
10 | Dialyse (5 Tage) . 62 141/135) 130/128 127 126 125 62 
11 | 10mg Atoxyl. . . 6,2 141/139 138) 138 138 138/138 62 
12,10 , Chinin... 6,2 141) 138/137) 1386 135 134 132 62 

13. Kontrolle nach 
5 Tagen ; ohne Dia- 
>From 6,0 141 | 130, 120; 114, 113/112 112) — 59 


gelitten. Wahrend Chinin bei dem nativen Extrakt und bei dem 2 und 
3 Tage dialysierten nicht die geringste Abschwichung bewirkte, sieht 
man eine solche deutlich nach fiinftagiger Dialyse. Besonters stark aber 
ist sie hier nach Atoxyl, das nunmehr eine totale Hemmung bewirkt. 

Hiernach hat es den Anschein, daB die Chinin- und Atoxylresistenz 
nicht eine Eigenschaft der Hautlipase selber ist, sondern zuriickgefiihrt 
werden muB auf die Anwesenheit von dialysablen Begleitstoffen, die 
das Ferment vor dem schidlichen EinfluB der Gifte schiitzen. Wenn 
unsere Annahme richtig war, so muBte es gelingen, durch Zusatz von 
nicht dialysiertem Extrakt zum dialysierten die Chinin- und Atoxyl- 
resistenz wieder zum Vorschein zu bringen. Das ist in der Tat der Fall, 
wie aus folgendem Versuch hervorgebt. 


Tabelle VII. 





Vere || % ee §. Du ‘Tropfensahl nach Minuten PH 
such | zu an een ey 2 5 eee, zum 
Beginn | 0 10 20 wW 40 50 60 SchluB 
1 Dialys. Extrakt 62 141/135 130 128 127 126/125 62 
+ 0,5ccm Frisch- ) , . 
2 | ster wn | 6.2 | 141 136 131 129] 127/ 125/124) 6,1 
3 + 10mg Atoxyl 6,2 | 141 139 138 138/138 138 138 62 
4 + 10mg Chinin 6,2 141 138 137 136/135 134/132) 6,2 
5 + 05mg Frisch- 6.2 141 138/136 134/132 131/130) 6,2 


extrakt 
+ 10mg Chinin 
6 + 0,5 mg Frisch- | 62 141 137 133 130/128 125/123 6,1 
extrakt 
Kontrolle mit 0,5 mg 


Frischextrakt allein 





6.1 142 142 142 142 142 141 141. 6.1 


~] 


+ 10mg Atoxyl 
| 
| 
\ 
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Das frische Extrakt stellten wir uns aus stark zerkleinerter mensch- 
licher Haut her, die im Verhaltnis von 1:3 mit physiologischer Koch- 
salzlésung griindlichst zerrieben wurde, 30 Minuten bei Zimmer- 
temperatur stehenblieb und dann zentrifugiert wurde. Von diesem 
Extrakt setzten wir zu jedem Versuch 0,5 ccm zu, ein Quantum, das 
an sich nicht die geringste Tributyrinspaltung bedingte (Versuch 7). 
Auch bei Zusatz dieses Quantums zum dialysierten Extrakt trat keine 
nennenswerte Anderung in der Spaltung ein (Versuch 2). Dagegen war 
dieses Extrakt imstande, die schwach hemmende Wirkung des Chinins 
und die stark hemmende des Atoxyls in einem solchen Umfang zu 
paralysieren, daB die Atoxylempfindlichkeit vollkommen aufgehoben 
war, und da das Chinin nunmehr eine minimale hemmende Wirkung 
entfaltete (vgl. Tabelle VII, Versuch 1, 2, 3). 

Damit ist bewiesen, daB die Chinin- und Atoxylresistenz nicht 
auf einer Eigenschaft der Hautlipase selbst beruhen, sondern auf der 
Anwesenheit von Begleitstoffen, welche die hemmende Wirkung der 
Gifte paralysieren. Von diesen Begleitstoffen befreit, zeigte die Haut- 
lipase eine ausgesprochene Atoxylempfindlichkeit und nimmt so den- 
selben Charakter an, wie ihn die Leberlipase besitzt. 

Schon Willstdtter und Memmen') haben gezeigt, daB bei Lipasen, 
die beziiglich ihres Wirkungsoptimums grundverschieden zu_ sein 
scheinen, diese Differenz sich vollkommen ausgleichen Jat, wenn man 
bei ihrer Darstellung dafiir sorgt, daB sie méglichst frei von Begleit- 
stoffen sind. So haben sie festgestellt, da8 die Magenlipase, die ihr 
Optimum gewoéhnlich bei saurer Reaktion zeigt, in bestimmter Weise 
aus Magenschleimhaut gewonnen (Adsorption mit Tonerde, Elution 
mit glycerinhaltigem alkalischen Phosphat), nunmehr bei der gleichen 
alkalischen Reaktion ihr Optimum besitzt wie die Pankreaslipase. Bei 
unseren Versuchen bewirkte schon Dialyse allein eine Anderung des 
Charakters der Hautlipase. Wir méchten indes nicht glauben, dab 
damit schon der wahre Charakter dieser Lipase festgestellt ist. Wahr- 
scheinlich sind auBer den dialysabten noch andere Begleitstoffe vor- 
handen, deren Beseitigung erst die wahren Eigenschaften der Haut- . 
lipase wird erkennen lassen. Das zu entscheiden, muB weiteren Versuchen 
vorbehalten bleiben. 


II. Phosphatase. 
Nachdem das Vorkommen einer esterartigen Verbindung von 
Hexose und Phosphorsiure (Lactacidogen) speziell in der Muskulatur 
durch die wichtigen Untersuchungen von Embden*) und seinen Mit- 


1) R. Willstdtter und F. Memmen, H. 138, 247, 1924. 
2) Embden, GrieBbach und Schmitz, H. 98, 1 ; 124, 1914/15. 
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arbeitern sichergestellt und von ihnen ferner gezeigt worden war, daB 
die Muskulatur auch die Fihigkeit besitzt, die organisch gebundene 
Phosphorsdure auf fermentativem Wege in Freiheit zu setzen, lag es 
nahe, auch in anderen Organen nach einer solchen Phosphatase zu 
fahnden. 


Schon lange vorher hatten Harden und Young") in der Hefe ein Ferment 
feststellen kénnen, das das von der Hefe gebildete Zymophosphat in seine 
beiden Bestandteile zerlegt, und ebenso hatten Neuberg und Karczag*) in 
den Saccharomyceten eine Glycerophosphatase aufgefunden, welche 
glycerinphosphorsaure Salze zerlegt. In der Folge ist dann konstatiert 
worden, da8 die Phosphatase sowohl in den Samenorganismen wie in fast 
simtlich untersuchten Vegetabilien ein weit verbreitetes Ferment ist 
[Nemec und Duchon*)]. — Uber tierische Phosphatasen sind wir, wenn wir 
von den bereits zitierten Beobachtungen am Muskel durch Embden absehen, 
in letzter Zeit unterrichtet durch die eingehenden Untersuchungen von 
Tomita‘). Er fand, daB die Phosphatase im tierischen Organismus weit 
verbreitet ist und in besonders groBer Menge angetroffen wird in Niere, 
Leber und Milz, und zwar werden von ihnen sowohl saccharose- wie hexose- 
phosphorsaure Salze von den einzelnen Organen gespalten. 


Es war nun von Interesse, festzustellen, ob auch die Haut eine 
Phosphatase enthilt. 


Uber Versuche, mittels Hautextrakt Phosphor aus N-haltigen Ver- 
bindungen abzuspalten, haben bereits Wohlgemuth und Klopstock*) be- 
richtet. Sie fanden, daB die Haut besonders der Achselhéhle und der FuB- 
sohle befahigt ist, aus Hefenucleinsiure und Thymusnucleinséiure Phosphor 
abzuspalten. 

Zu meinen Versuchen verwandte ich menschliche Haut vom Ober- 
schenkel und Unterhautfettgewebe sowie Haut von Meerschweinchen. Das 
Material wurde griindlichst zerkleinert und in der oben beschriebenen Weise 
ein Extrakt hergestellt; bei dieser Art der Verarbeitung erhielt ich stets die 
dem Gewicht der Haut entsprechende doppelte Menge Extrakt. Als Sub- 
strat verwandte ich saccharosephosphorsaures Natrium in 10proz. Lés.ng. 
10 cem hiervon wurden mit 20 bis 50 cem Extrakt und einer ausreichenden 
Menge Toluol 6 Tage unter éfterem Umschiitteln im Brutschrank gehalten, 
nach Ablauf der Frist scharf zentrifugiert, von dem Bodensatz abgegossen 
und die in Lésung gegangene freie Phosphorséure durch Zusatz von 10 ccm 
Magnesiamischung niedergeschlagen. In doer gleichen Weise wurde mit der 
Kontrolle verfahren, die aus der gleichen Menge Hautextrakt + 10 ccm 
Wasser bestand. Eine zweite Kontrolle mit Natrium-saccharo-phosphat 
allein anzusetzen, eriibrigte sich, da wir uns iiberzeugt hatten, da8 in physio- 
logischer Kochsalzlésung eine spontane Hydrolyse nicht eintrat. Um die 
Abscheidung des Ammonium-Magnesiumphosphats nicht zu stéren, blieb 
die Fallung bis zum nachsten Tage im Eisschrank; dann wurde der Nieder- 


1) Harden und Young, Proc. Chem. Soc. 21, 189, 1905. 
2) Neuberg und Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, 1911. 

3) Nemec und Duchon, ebendaselbst 119, 74, 1921. 

4) Tomita, ebendaselbst 131, 161, 1922. 

5) Wohlgemuth und Klopstock, ebendaselbst 158, 487, 1924. 


Biochemische Zeitschrift Band 175. 15 





226 J. Wohlgemuth : 


schlag durch scharfes Zentrifugieren von der Fliissigkeit abgetrennt, viermal 
mit destilliertem Wasser gewaschen, quantitativ in einen MeBkolben 
von 25ccem tibertragen, in 5cem 2proz. Trichloressigsdure gelést, bis zur 
Marke mit Wasser aufgefiillt und im Filtrat kolorimetrisch der Phosphor 
nach Bell-Doisy bestimmt. Die Verarbeitung der Kontrolle geschah in der 
gleichen Weise. 

Das menschliche Material stammte von Leichen, die Meer- 
schweinchenhaut von Tieren, die unmittelbar vorher durch Entbluten 
getétet waren. Das Resultat dieser Untersuchungen ergibt sich aus 
Tabelle VIII. 








Tabelle VIII. 
Abgespaltene P Fm spaltene 
ba Extrakt aus os Oren wut foo'g Haut berechnet 
Vena Restretle Versuch Kontrolle 
mg mg 
1 Mensch 16g Haut 263 | 0,035 16,45 0,22 
2 i lg , 2,34 | 0,05 15,56 0,31 
{ 35g ) 
3 , Unterhaut- 202 | O1 5,77 0,28 
| ~— 
ll wetertant- I | 
4 a Unterhaut- |‘ 1,21 | 0,08 4,03 0,26 
| fettgewebe 
{ Meer- 
®t -saeiedin 10g Haut 41 | 0,05 40,95 | 0,47 
6 f 12¢ Haut 6.58 | 0,06 5481 | 0,49 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die Haut eine nicht unbetrachtliche 
Menge an Saccharo-phosphatase enthalt. Am wirksamsten erwies sich 
die Haut des Meerschweinchens, vermutlich deshalb, weil sie unmittel- 
bar nach Eintritt des Todes zur Verwendung kam, wihrend die mensch- 
liche Haut und das Unterhautfettgewebe erst 24 Stunden nach Eintritt 
des Todes verarbeitet wurden. Es ist aber auch nicht ausgeschlossen, 
da8 die Meerschweinchenhaut reicher an Phosphatase ist als die mensch - 
ijiche. Denn in friiheren Versuchen war von Wohlgemuth und Sugihara') 
festgestellt worden, daB der Diastasegehalt der Meerschweinchenhaut 
den der Menschenhaut um das 30- bis 40fache iibertrifft. Im Unterhaut- 
fettgewebe findet sich gleichfalls Phosphatase. Verglichen mit den 
Resultaten, die Tomita fiir tierische Organe angibt, bleibt indes die 
Wirkung der Haut hinter der von Leber, Niere und Milz zuriick. 


III. Sulfatase. 
Nach den Untersuchungen von Neuberg und Simon?) enthalten 
Leber, Niere, Gehirn und Muskel von Kaninchen und Meerschweinchen 


1) Wohlgemuth und Sugihara, diese Zeitschr. 168, 263, 1925. 
2) Neuberg und Simon, ebendaselbst 156, 365, 1925. 
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ein Ferment, das die Fiahigkeit besitzt, Atherschwefelsiuren ia ihre 
Komponenten zu zerlegen nach der Gleichung R .O.SO,K + H,O 
= ROH + KHSO,. Wegen dieser Wirkung nannte Neuberg dieses 
Enzym Sulfatase. 

Es wurde von ihm’) zuerst in dem Pilze Aspergillus oryzae (Taka- 
diastase) aufgefunden, obwohl die im Pflanzenreich beobachteten Schwefel- 
sdureverbindungen einen ganz anderen Bau besitzen als die typischen 
aromatischen Atherschwefelsiuren, deren Vorkommen ausschlieBlich auf 
den Tierkérper beschrankt ist. Beziiglich der tierischen Sulfatase wurde 
von ihm festgestellt, daB sie auf die Kaliumsalze der Phenolschwefelsaure, 
p-Kresolschwefelsiure und Indoxylschwefelséiure einwirkt. Spiter hat 
dann Rosenfeld*) gezeigt, daB auch beim Menschen in den verschiedensten 
Organen die Sulfatase anzutreffen ist, wie Niere, Gehirn, Leber, Nebenniere, 
Milz, Lunge, Muskel und Pankreas. 


Wir untersuchten nun, ob auch die menschliche und tierische Haut 
befahigt ist, Atherschwefelsiuren in der gleichen Weise zu zerlegen. 

DaB die Haut am Schwefelstoffwechsel nicht unbeteiligt ist, war 
a priori schon daraus zu schlieBen, daB sie die Eigenschaft besitzt, 
Gebilde mit besonders hohem Schwefelgehalt zu produzieren, eine 
Eigentiimlichkeit, die ihr eine Sonderstellung vor allen tierischen 
Organen verleiht. Denn die Bildung von Produkten mit so hohem Cystin- 
gehalt wie Nagel, Haare, keratinhaltige Substanzen ist ein ausschlieB- 
liches Charakteristikum der Haut. Ob und inwieweit sie an der Cystin- 
bildung selber beteiligt ist oder nur als Cystinspeicher zu gelten hat, 
entzieht sich einstweilen noch unserer Kenntnis. Im Hinblick darauf 
schien es jedenfalls interessant, festzustellen, ob die Haut die Fahigkeit 
besitzt, gepaarte Schwefelsiuren zu zerlegen. 

Die Versuche wurden nicht mit Hautextrakt wie bei der Lipase 
und Phosphatase ausgefiihrt, sondern mit der Haut selber. Sie wurde 
méglichst fein zerkleinert, mit der dreifachen Menge physiologischer 
Kochsalzlésung unter Zuhilfenahme von Glassplittern griindlichst 
verrieben und dieser Brei fiir den Versuch verwandt. Als Substrat 
benutzten wir phenolatherschwefelsaures Kalium, das nach der Vor- 
schrift von Czapek synthetisch dargestellt war. Der frisch bereitete 
Hautbrei wurde versetzt mit 100 ccm 1 proz. Lésung von phenolither- 
schwefelsaurem Kalium, zur Verhiitung von Faulnis mit 2 bis 3 ccm 
Toluol und zur Aufrechterhaltung der neutralen Reaktion nach Vor- 
schrift von Newberg und Simon mit 5,0g CaCO,. Dieser Zusatz ist 
unbedingt erforderlich, um eine spontane Zersetzung des an sich recht 
labilen Athersulfats zu verhiiten. Unmittelbar nach der Vereinigung 
siimtlicher Bestandteile wurde ein aliquoter Teil zur Kontrolle ent- 


1) Neuberg und Kurono, diese Zeitschr. 140, 295, 1923. 
2) Rosenfeld, ebendaselbst 157, 434, 1925. 


15* 











228 J. Wohlgemuth: 


nommen, scharf zentrifugiert, 10,0 ccm der iiberstehenden Fliissigkeit 
in einem MeBkolben von 50 ccm Inhalt mit 10 cem alkalischer Baryt- 
mischung ausgefallt und bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt. Nach 
18stiindigem Stehen wurde abfiltriert und in 40 cem des Filtrats durch 
Kochen mit Salzsiure die in ihm enthaltene Menge gepaarter Schwefel- 
siure als Bariumsulfat quantitativ bestimmt. In der gleichen Weise 
wurde in Intervallen von einem und mehreren Tagen die noch vor- 
handene Atherschwefelsiure ermittelt und aus ihr der zersetzte Anteil 
prozentual berechnet. Nachfolgend gebe ich drei Versuche mit mensch- 
licher Haut und zwei Versuche mit Meerschweinchenhaut wieder. 


Versuch 1. 
25g Haut aus dem Oberschenkel einer Leiche (Enterocolitis, 65 Jahre) 
+ 100ccem Il proz. phenolitherschwefelsaures Kalium +- 5g CaCO, + 2ccm 
Toluol. Temperatur 37°C. 


Nach 1Tage. ........ .. 5,21 Proz. Spaltung 
ae ES n° ng ewe, npr, “ap ee ~ - 
, ts cer. } : | oe * 
ee ee oe aR | x 


Versuch 2. 
25¢ Haut aus dem Oberschenkel einer Leiche (Apoplexie, 75 Jahre) 
+ 100cem Iproz, phenolaitherschwefelsaures Kalium + 10g CaCO, 
+ 2eem Toluol. Temperatur 37° C. 


Nach 1Tage. ....... . 5,80 Proz. Spaltung 
ND Sa es al ee rad sl ad # 
7 a a 
12 14,91 ,, % 


Versuch 3. 
25 g Haut aus dem Oberschenkel einer Leiche (Cystitis, Prostatitis, 67 Jahre) 
+ 90cem Iproz. phenolitherschwefelsaures Kalium + 10g CaCO, 
+ 2cem Yoluol. Temperatur 37°C. 


Nach 1 Tage. ...... . . 1,98 Proz. Spaltung 
Ta UE ee lS - 
Yo sere eee a ae o» 
ee as ee ae Se ck a, eT » 
AE Sa. ae teehee ke og ” 


Versuch 4. 
25g Haut eines eben entbluteten Meerschweinchens + 100ccm lproz. 
phenolatherschwefelsaures Kalium + 10g CaCO, + 2cem Toluol. 
Temperatur 37°C. 


Nach 1 Tage. ....... . 41,81 Pros. Spaltung 
> Cee eee Ps 
S. é ie eee 4 2 ae ee o 
7 ete a ye EN oe 9» 


io Sh ee) ft OOS AR 2 oe Re ae » 
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Versuch 5. 


25g Haut eines frisch getéteten Meerschweinchens; Zusammensetzung 


wie oben. 
Nach 1 Tage. ....... .- 1,99 Proz. Spaltung 
o 4Tagen.....- + « unverindert 
——— a os 2 so eee 0. COG ReOs. Braltung 
a, (ae - si 6 |e eee ee “e i 


Entsprechende Kontrollen ohne Ferment zeigten keine spontane 
Spaltung des Salzes. 


Samtliche Versuche lassen somit eine deutliche Spaltung der 
Atherschwefelsiiure erkennen. Die menschliche Haut scheint an Wirkung 
die des Meerschweinchens zu iibertreffen. Verglichen mit den Beob- 
achtungen von Rosenfeld (|. c.) an menschlichen Organen ergibt sich, 
daB die Haut in ihrem Gehalt an Sulfatase zwar hinter den wirksamsten 
Organen (Niere, Gehirn, Leber) zuriickbleibt, dagegen viel kraftiger 
wirkt als Muskel, Lunge und Milz. 


IV. Carboxylase. 


Durch die Untersuchungen von Neuberg und seinen Mitarbeitern') 
ist die wichtige Tatsache festgestellt worden, daB durch lebende Hefen 
sowie durch Mazerationssaft von Hefen die Brenztraubensiure leicht 
in Acetaldehyd und Kohlendioxyd gespalten wird nach der Formel 


CH, .CO.COOH = CH,. CHO + CO,. 


Dieser Vorgang verlauft so glatt, dab, wenn man die Vergiirung 
in Gegenwart sekundarer schwefligsaurer Salze vor sich gehen laBt 
(Neubergs Abfangverfahren), nahezu theoretische Mengen an Acet- 
aldehyd aufgefunden werden. Das Ferment, welches diese carboxyla- 
tische Spaltung vollzieht, nannte Neuberg Carboxylase. 


AuBer in pflanzlichen Zellen ist dieses Ferment auch in tierischen Zellen 
anzutreffen. Einen Abbau der Brenztraubensaure durch tierische Gewebe 
hat T’schernorutzky*) am Muskel- und Leberbrei von Hund und Kaninchen 
dargetan und Maeda®*) im hiesigen Laboratorium fiir die Placenta bewiesen. 
Kohlensaéureentwicklung beobachteten B. und H. v. Euler*), sowie Wieland 


1) C. Neuberg und E. Faerber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Neuberg 
und E£. Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918; 106, 281, 1920; C. Neuberg 
und A. v. May, ebendaselbst 140, 299, 1923. 

2) M. Tschernorutzky, ebendaselbst 48, 486, 1912. 

8) K. Maeda, ebendaselbst 148, 347, 1923. 

*) B. und H. v. Euler, H. 97, 311, 1916. 
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und Rau"), wenn sie Organbrei auf brenztraubensaures Natrium einwirken 
lieBen, und den Ubergang von Brenztraubensiure in Acetaldehyd stellte 
A. Gottschalk*) am Leberbrei, R. Tateyama*) am Placentabrei fest. 

Wir haben nun untersucht, ob auch die Haut vom Menschen und 
von Tieren eine Carboxylase enthalt. Nach den obigen Ausfiihrungen 
kann man diese Frage so entscheiden, daB man entweder feststellt, ob 
zugesetzte Brenztraubensiure verschwindet, oder ob aus ihr Kohlen- 
siure gebildet wird, oder ob intermediair Acetaldehyd entsteht. Da 
der direkte Nachweis des bei der carboxylatischen Spaltung entstehenden 
Aldehyds am ehesten einen Irrtum ausschlieBen lieB, wahlten wir 
diesen Weg, zumal wir in dem schénen Abfangverfahren von Neuberg 
eine durchaus exakt arbeitende Methode besitzen. 

Wir gingen dabei so vor, daB wir Haut vom Menschen (Leichen) 
bzw. von frisch getéteten Meerschweinchen in der oben beschriebenen 
Weise mit der dreifachen Menge physiologischer Kochsalzlésung zu 
einem méglichst homogenen Brei verarbeiteten, dazu 10ccm m/1 
Brenztraubensaurelésung und 10 ccm Essigsaéure-Acetatpuffer (pg = 6,5) 
zusetzten, ferner 100 ccm m/10 Na,SO, und 2 bis 3ccm Toluol und 
gut durchmischten. Dieses Gemisch blieb 2 bis 3 Tage im Brutschrank 
bei 37 C unter haiufigem Umschiitteln, wurde dann mit 20ccm m/l 
Na,CO, und 30ccm m/l BaCl, versetzt und nach einigem Stehen 
durch ein Faltenfilter filtriert. Der auf diese Weise frei gewordene 
Acetaldehyd wurde durch Dampf in eine mit etwas Wasser beschickte 
Vorlage unter starker Kiihlung iibergetrieben und das Destillat zur 
Beseitigung etwa entstandener Schwefelwasserstoffspuren iiber Blei- 
carbonat redestilliert. Wenngleich wir bei unseren simtlichen Versuchen 
niemals auch nur die geringsten Anzeichen von Faulnis wahrnehmen 
konnten, haben wi: diese zweite Desiillation trotzdem in den meisten 
Fallen ausgefiihrt, um jeder Verwechslung mit H,S zu begegnen. 
Denn wir haben den entstandenen Acetaldehyd in diesen Versuchen 
noch nicht quantitativ bestimmt, sondern uns mit der qualitativen 
Probe von Rimini auf Acetaldehyd (Blaufirbung bei Zusatz von 
Natriumnitroprussid + Piperidin) begniigt. Im ganzen teilen wir nur 
vier Versuche aus unseren Protokollen mit. 


Versuch 1 (Mensch). 


Hautbrei (aus 50g Haut + 150ccem physiologischer NaCl-Lésung) 
+ 150 cem physiologischer NaCl-Lésung + 10 cem m/1 Brenztraubensaure- 
lésung + 10ccem Acetatpuffer + 100 cem m/10 Na,SO,-Lésung + 2 ccm 


1) H. Wieland und H. Rau, Ann. 486, 235, 1924. 
2) A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 582, 1924. 
8) R. Tateyama, ebendaselbst 168, 292, 1925. 
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Toluol. Nach zweitagigem Aufenthalt im Brutschrank Zusatz von 20 ccm 
m/l Na,CO,; + 30ccm m/1 BaCl,, Filtration, Destillation. 
Rimini-Probe auf Acetaldehyd: stark positiv. 


Versuch 2 (Mensch). 


Hautbrei (aus 115g Haut + 345ccem physiologischer NaCl-Lésung) 
+ 200 cem physiologischer NaCl-Lésung + 10 ccm m/1 Brenztraubensdure- 
lésung + 10cem Acetatpuffer + 100 ccm m/10 Na,SO,-Lésung + 3 cem 
Toluol. Nach zweitagigem Stehen im Brutschrank Zusatz von 20 ccm m/1 
Na,CO, + 30 ccm m/1 BaCl,, Filtration, Destillation. 


Probe auf Acetaldehyd: sehr stark positiv. 


Versuch 3 (Meerschweinchen). 
Hautbrei (aus 40g Haut + 120ccm physiologischer NaCl-Lésung) 
+ 120 cem physiologischer NaCl-Lésung + 10 ccm m/1 Brenztraubensaure- 
lésung + 10 ccm Acetatpuffer + 100 ccm m/10 Na,CO, + 2cem Toluol. 
Nach dreitagigem Stehen im Brutschrank Zusatz von 20 ccm m/l Na,CO, 
+ 30cem m/1 BaCl,, Filtration, Destillation. 
Probe auf Acetaldehyd: stark positiv. 


Versuch 4 (Meerschweinchen). 


Hautbrei (aus 58g Haut + 170ccm physiologischet NaCl-Lésung) 
+ 250 cem NaCl-Lésung + 10 cem m/1 Brenztraubensiaurelésung + 10 cem 
Acetatpuffer + 100ccm m/10 Na,SO,-Lésung + 2cem Toluol. Nach 
zweitigigem Stehen im Brutschrank Zusatz von 20ccem m/l Na,CO, 
+ 30cem m/1 BaCl,, Filtration, Destillation. 


Probe auf Acetaldehyd: stark positiv. 


Samtliche hier mitgeteilten Versuche haben somit ibereinstimmend 
ergeben, daB auch die Haut vom Menschen und vom Meerschweinchen 
imstande ist, Brenztraubensiure zu Acetaldehyd abzubauen, also eine 
Carboxylase enthilt. Wenngleich wir uns nur mit dem qualitativen 
Nachweis des Aldehyds begniigten, so glauben wir doch aus dem Ausfall 
der Reaktion schlieBen zu kénnen, dafs die Mengev an Carboxylase in 
der Haut nicht unbetrichtlich sind. DaB diese Annahme richtig ist, 
geht aus der inzwischen erschienenen Mitteilung’) hervor, die sich 
mit dem Zuckerabbau in der Haut beschiftigt. Wir glauben ferner, 
daB die Gegenwart dieses Ferments nicht beschrinkt ist nur auf die 
Haut von Mensch und Meerschweinchen, sondern aller Wahrscheinlich- 
keit nach in der Haut aller Tiere anzatreffen ist. 


Zusammenfassung. 


1. Das Wirkungsoptimum der Haatlipase liegt bei py = 7,1 bis 7,5. 
2. Das Phosphation wirkt aktivierend auf die Hautlipase. 


1) Wohlgemuth und Nakamura, diese Zeitschr. 178, 258, 1926. 
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3. Die Chinin- und Atoxylresistenz der Hautlipase beruht nicht 
auf einer spezifischen Eigenschaft des Ferments selber, sondern auf 
der Anwesenheit dialysabler Begleitstoffe. 

4. In der Haut und im Unterhautfettgewebe findet sich eine 
Phosphatase. 

5. Auch Sulfatase ist in der Haut vorhanden. 


6. Desgleichen ist die Haut imstande, Brenztraubensiure zu 
Acetaldehyd abzubauen (Carboxylase). 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir dem JapanausschuB 
der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft zu verdanken haben. 








Uber den Zuckerabbau im Zentralnervensystem des Menschen. 
Von 
J. Wohigemuth und Y. Nakamura. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1926.) 


Uber den Kohlehydratstotfwechsel im Gehirn war bis vor kurzem 
noch nichts bekannt. Zwar wies die lingst bekannte Tatsache von 
dem Vorkommen der Galaktose in den Zerebrosiden, deren Entdeckung 
wir Thierfelder verdanken, darauf hin, daB im Gehirn ein Kohlehydrat- 
umsatz besonderer Art vor sich gehen miisse. Aber spitere Unter- 
suchungen (Thudichum) schienen dafiir zu sprechen, da8, wenn ein 
Zuckerumsatz im Gehirn iiberhaupt stattfindet, dieser nur ein ganz 
unbedeutender sein kénne. 


Erst durch die interessanten Untersuchungen von EZ. Hirschberg und 
H. Winterstein') ist gezeigt worden, daB das Zentralnervensystem iiber einen 
sehr regen Kohlehydratstoffwechsel verfiigt. Aus ihren Versuchen mit 
dem isolierten Riickenmark von Fréschen geht hervor, daB von der Nerven- 
substanz Zucker der verschiedensten Art umgesetzt werden kénnen, daB 
bei Gegenwart von Sauerstoff das Organ in der Ruhe von seinem Zucker- 
bestand viel einbiiBt, bei elektrischer Reizung die Abnahme eine viel ge- 
ringere ist und bei Gegenwart von Insulin der Zuckerbestand sogar eine 
bedeutende Zunahme ertahrt, die noch betrachtlich gesteigert werden kann 
durch gleichzeitige elektrische Reizung. In etwas anderem Sinne verliefen 
die Untersuchungen von Asher und Takahashi*) am Gehirn von Saéugetieren 
(Ratten, Kaninchen). Zwar zeigte sich auch hier bei Gegenwart von Insulin 
eine erhéhte Resistenz des Gehirnglykogens im Vergleich zum Leber- und 
Muskelglykogen; wenn aber die Insulindosis so gesteigert wurde, daB die 
Tiere Kraimpfe bekamen, so trat auch im Gehirn ein groBer Kohlehydrat- 
schwund ein. — Einen weiteren sehr interessanten Einblick in den Kohle- 
hydratstoffwechsel der Nervenzelle brachten die Untersuchungen von 
Warburg*) und seinen Mitarbeitern an der grauen Hirnrinde von Ratten. 


1) EB. Hirschberg und H. Winterstein, Zeitschr. f. phys. Chem. 100, 185, 
1917; 101, 248, 1918; 108, 27, 1919; diese Zeitschr. 159, 351, 1925. 

2) L. Asher und K. Takahashi, diese Zeitschr. 154, 444, 1924. 

3) O. Warburg, R. Posener und E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 331, 
1924. 
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Neben betrachtlicher Atmung konnte er in ihr eine glykolytische Wirksam- 
keit feststellen, die ebenso gro8 ist wie beim Embryo. Diesen sehr wichtigen 
Befund hat dann R. O. Loebel') dahin erweitert, daB die Nervenzelle (Frosch- 
riickenmark, Gehirn der Ratte) imstande ist, auBer den kérpereigenen 
Kohlehydraten auch fremde Zucker zu glykolysieren. 

Bekanntlich kann nun der Zuckerabbau in der Zelle zwei Wege 
einschlagen, je nachdem an dem Proze8 Sauerstoff beteiligt ist oder 
nicht. Der eine Weg endet in der Milchsiure und entspricht dem 
anaeroben Abbau — an diesem Vorgang ist vermutlich das von Lépine 
entdeckte glykolytische Ferment beteiligt —; der andere Weg fihr:, 
wie Neuberg gezeigt hat, unter aeroben Bedingungen vor sich gehend, 
zum Acetaldehyd. 

Es schien uns nun von Wichtigkeit, festzustellen, ob das Gehirn 
befahigt ist, Zucker auch zu Acetaldehyd abzubauen, und ob sich hier 
Unterschiede zwischen kérpereigenen und kérperfremden Kobhle- 
hydraten ergeben. 

Um den Weg des oxydativen Zuckerabbaues zu verfolgen, haben 
wir eine héchst einfache und zuverlassige Methode in dem sinnreichen 
Abfangverfahren von Neuberg?). Dieses besteht darin, daB man den 
bei dem oxydativen Abbau des Zuckers entstehenden Acetaldehyd in 
statu nascendi abfaingt mit Hilfe eines Sulfits, zu dem der Aldehyd eine 
groBe Affinitait besitzt. In dieser Bindung wird der sonst héchst un- 
bestiindige Acetaldehyd vor weiteren Verinderungen, wie Ubergang in 
Alkohol oder Essigsiiure, geschiitzt und kann nun von dem Sulfit 
getrennt und quantitativ bestimmt werden. 

Zu unseren Versuchen verwandten wir ausschlieBlich menschliches 
Gehirn; es stammte von Leichen, die etwa 30 Stunden nach Eintritt 
des Todes im hiesigen pathologischen Institut zur Sektion gekommen 
waren. Das Gehirn wurde zunichst vom anhaftenden Blute durch 
Abspiilen befreit, dann ein aliquoter Teil in der Reibeschale fein ver- 
rieben und zunichst ohne irgend einen Zusatz von Kohlehydraten auf 
Aldehydbildung nach Vorschrift von Newberg gepriift. Dabei stieBen 
wir zunichst auf eine Schwierigkeit insofern, als bei einer Versuchsdauer 
von 22 Stunden im Brutschrank in sehr vielen Versuchen trotz Zusatz 
eines Desintizienz (Optochin. bas.) und trotz aller Kautelen vorzeitig 
Faulnis eintrat. Wir entschlossen uns, als trotz aller Sorgfalt und der 
verschiedensten Abinderungen das Auftreten von Faulnisvorgingen 
nicht zu verhindern war, die Aufenthaltsdauer im Brutschrank zu 
reduzieren, und fanden schlieBlich als fiir die Ausbeuten giinstigste 
Bedingung achtstiindigen Aufenthalt im Brutschrank und _ nach- 


1) R.O. Loebel, diese Zeitschr. 161, 219, 1925. 
2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365, 1918; 92, 


234, 1918. 
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trigliches Stehenlassen im Eisschrank bis zum niichsten Tage 
(15 Stunden). Bei dieser Versuchsdauer hatten wir niemals den Verlust 
eines Versuchs durch Fiulnis zu beklagen. Allerdings waren wir uns 
klar, daB bei dieser sehr kurzen Wirkungszeit auch der Effekt kein 
sehr groBer sein werde. 

Die Versuche mit Gehirnsubstanz allein ohne Zusatz eines Kohle- 
hydrats hatten in der weitaus gréBten Mehrzahl! der Falle ein positives 
Resultat. Doch waren die gefundenen Werte (s. weiter unten) sehr 
klein, entsprechend dem geringen Gehalt der Gehirne an disponiblen 
Kohlehydraten. Denn da die Organe erst etwa 30 Stunden post exitum 
und noch spiter zur Untersuchung kamen, waren natiirlich vom 
Glykogen héchstens nur noch Spuren vorhanden. 

Danach priiften wir das Verhalten des Gehirns in Gegenwart der 
verschiedensten Kohlehydrate wie Glucose, Glykogen, Milchzucker, 
Lavulose, Galaktose, ferner den EinfluB des Insulins auf die Acet- 
aldehydbildung, und schlieBlich wurde auch untersucht, ob sich irgend- 
welche Unterschiede erkennen lassen zwischen grauer und weiber 
Substanz. 

Aus der groBen Zah! der Untersuchungen seien nur einige wenige 
hier wiedergegeben. | 


I. Versuche mit Glucose. 


1. 50g Gehirn — 36 Stunden post exitum entnommen — werden in 
der Reibeschale mit 150 cem 0,9proz. steriler NaCl-Lésung zu einem homo- 
genen Brei verrieben, in eine sterile Flasche iibertragen, nacheinander mit 
2,0 g Calciumsulfit, 10 com Phosphatpuffer (pq = 6,3) und 0,7 g Optochinum 
basicum und 1,0 g¢ Glucose, gelést in 20 cem physiologischer NaCl-Lésung, 
versetzt, 8 Stunden im Brutschrank bei 37°C unter haufigem Schiitteln 
gehalten und dann auf 15 Stunden in den Eisschrank gestellt. 

Destillation nach Zusatz von 5g CaCO, + 5g CaCl,. 

Redestillation iiber 5 Tropfen 10proz. H,S0O,. 

Redestillation iiber 0,5 g¢ PbCO,. 

Zum Destillat 1,0cem 2proz. Hydroxylaminsulfatlésung, 60 Minuten 
bei 30°C. Danach Titration mit n/1@ NaOH gegen Methylorange als 
Indikator; verbraucht 0,48 ccm. 

Acetaldehydmenge 0,48 — 0,06 (Leertitration) = 0,42 x 4,4 x 2 
= 3,684 mg pro 100g Gehirn. 

Kontrolle: ohne Glucose, sonst die gleiche Zusammensetzung; Ver- 
arbeitung wie vorhin. 

Acetaldehydmenge: 0,264 mg pro 100g Gehirn. 

2a. 50g Gehirn + 150cem physiologischer NaCl-Lésung + 2¢ 
Calciumsulfit + 0,7 g Optochin. bas. + l0ccm Pufferlésung (pg = 6,3) 
+ 1,0g¢ Glucose; 8 Stunden bei 37° C, 15 Stunden bei 6° C. 


Verarbeitung wie oben. 
Acetaldehydmenge: 3,96 mg pro 100g Gehirn. 
Kontrolle: 0,528 mg pro 100g Gehirn. 
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In diesem Versuch zeigte bei der dritten Destillation das Bleicarbonat 
eine ganz schwache Graufirbung, eine Zeichen von Spuren von H,§; in 
dem Kontrollversuch blieb die Bleiverbindung weiS. 

2b. Parallelversuch mit dem gleichen Gehirn in der gleichen Zusammen- 
setzung. 

Glucoseportion: 4,302 mg Acetaldehyd pro 100g Gehirn. 

Kontrolle: 0,528 mg Acetaldehyd pro 100g Gehirn. 


Hier war in beiden Versuchen das Bleicarbonat weiB geblieben, 
also keine Faulnis eingetreten. Faulnis fihrt also nicht etwa zu gréBeren 
Ausbeuten an Aldehyd, sondern setzt sie im Gegenteil herab. Diese 
Beobachtung haben wir besonders in den ersten Versuchen machen 
kénnen, die wir tiber 24 Stunden im Brutschrank hielten. Hier war 
trotz der langeren Versuchsdauer mitunter die Aldehydmenge in der 
Zuckerportion nicht gréBer als in der zuckerfreien Kontrolle. Offenbar 
wird durch den Faulnisproze8 der Aldehyd trotz der Bindung an Sulfit 
weiter zersetzt. 

II. Versuche mit Glykogen. 


1. 50g Gehirn + 150cem physiologischer Kochsalzlésung + 2g 
Calciumsulfit -+- 0,7 g Optochin. bas. + 10cem Pufferlésung (pq = 6,3) 
+ 1,0 g Glykogen, gelést in 30 ccm physiologischer NaCl-Lésung. 8 Stunden 
im Brutschrank, 15 Stunden im Eisschrank. 

Verarbeitung wie oben. — 

Acetaldehydmenge: 2,20 mg pro 100g Gehirn. 

Kontrolle: 0,724mg pro 100g Gehirn. 

2. 50g Gehirn + 150cem physiologischer Kochsalzlésung + 2¢ 
Calciumsulfit + 0,7 g Optochin. bas. + 10ccm Pufferlésung (pq = 6,3) 
+ 1,0 g Glykogen, gelést in 30 cem physiologischer NaCl-Lésung. 8 Stunden 
im Brutschrank, 15 Stunden im Eisschrank. 

Verarbeitung wie oben. 

Acetaldehydmenge: 1,056 mg pro 100g Gehirn. 

Kontrolle: 0,264 mg pro 100g Gehirn. 


Ill. Versuche mit Milechzucker, Galaktose und Livulose. 


1. 50g Gehirn + 150cem physiologischer Kochsalzlésung + 2g 
Calciumsulfit + 0,7g Optochin. bas. + 10ccm Pufferlésung (pg = 6,3) 
+ 1,0g Milchzucker, gelést in 20ccm physiologischer NaCl-Lésung. 8 Stun- 
den bei 37°C, 15 Stunden bei 6° C. 

\erarbeitung wie oben. 

Acetaldehydmenge: 2,288 mg pro 100g Gehirn. 

Kontrolle: 0,264 mg pro 100g Gehirn. 

2. 50g Gehirn (von derselben Leiche) + 150cem physiologischer 
Kochsalzlésung + 2g Calciumsulfit + 0,7g Optochin. bas. + 10ccm 
Pufferlésung (py = 6,3) + 1,0 g Galaktose, gelést in 20 cem physiologischer 
NaCl-Lésung. 8 Stunden bei 37° C, 15 Stunden bei 6° C. 

Acetaldehydmenge: 1,368 mg pro 100g Gehirn. 

Kontrolle: 0,264mg pro 100g Gehirn. 

3. Die Resultate mit Lavulose waren stets negativ, so oft wir auch die 
Versuche mit dem verschiedensten Gehirnmaterial wiederholten. 
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‘Wenn wir von den Versuchen mit Lavulose absehen, so hat sich in 
allen anderen gezeigt, daB menschliches Gehirn imstande ist, Kohle- 
hydrate auf oxydativem Wege abzubauen. Als besonders guter Aldehyd- 
bildner hat sich Glucose erwiesen. Verglichen mit der menschlichen 
Leber bleibt anscheinend die Wirkung des Gehirns betrichtlich hinter 
ihr zuriick. Denn Wohlgemuth und Sorochowitsch') konnten fiir dieses 
Organ Werte von 11 bis 12 mg-Proz. feststellen. Hierbei ist aber zweierlei 
zu beriicksichtigen. Einmal erstreckten sich diese Versuche iiber 
20 Stunden bei 37°C, und dann sind von diesen Zahlen die Werte fiir 
die Kontrollen in Abzug zu bringen. Diese sind aber, entsprechend 
dem eigenen hohen Glykogengehalt der Leber, recht betrichtlich 
(9,152 mg-Proz. bzw. 7,634 mg-Proz.). Wenn wir diese Werte subtra- 
hieren, so reduzieren sich die von der Leber ausschlieBlich aus der 
zugesetzten Glucose gebildeten Acetaldehydmengen auf etwa 4 mg-Proz. 
Von annihernd derselben GréB®enordnung sind auch die Aldehyd- 
mengen, die die Gehirnsubstanz aus Glucose zu bilden vermag. Hier- 
nach scheint der oxydative Zuckerabbau im Gehirn dem in der Leber 
nicht wesentlich nachzustehen. 

Nicht so giinstig wie mit Glucose waren die Resultate mit Glykogen, 
Milchzucker und Galaktose ; letztere erwies sich als schwiichster Aldehyd- 
bildner. Im Hinblick auf die Versuche von Else Hirschberg (|. c.), nach 
denen Froschriickenmark aus der umgebenden Fliissigkeit Galaktose 
in fast gleichem AusmaB zum Verschwinden bringt wie Glucose, ist 
dieses Resultat recht bemerkenswert. Diese Differenz erklart sich so, 
daB von dem Gehirn Galaktose anaerob leichter zersetzt wird als aerob. 
Den Beweis hierfiir liefern die schénen Untersuchungen von R.O. Loebel, 
nach denen Galaktose schneller glykolysiert wird als Glykogen. 

Zahlreiche Versuche mit Milchsiure, Alanin und Glykokoll hatten 
stets ein negatives Ergebnis. 

Hiernach wurde untersucht, ob sich vielleicht Unterschiede zwischen 
grauer und weiBer Substanz beziiglich der Aldehydbildung erkennen 
lassen. Zu dem Zwecke muBte eine Trennung der grauen von der weiben 
Substanz vorgenommen werden. Das geschal in der Weise, daB das 
Gehirn zunichst in flache Schnitte zerlegt und dann die graue Hirn- 
rinde, soweit es méglich war, mit einem kleinen Skalpell von der weiBen 
Masse vorsichtig abgetragen wurde. Natiirlich war es nicht zu umgehen, 
daB kleine Teile weiBer Substanz dabei mitgetroffen wurden; aber im 
groBen und ganzen erreichten wir doch das Ziel und konnten graue 
Substanz getrennt von weiBer untersuchen; und zwar wurde ihr Ver- 
halten gegeniiber Glucose, Glykogen, Milchzucker und Galaktose 


1) J. Wohlgemuth und Sorochowitsch, Arch. f. Verdauwungskrankh. 37, 
225, 1926. 
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gepriift. Von allen Versuchen sei aus den Protokollen nur je ein Versuch 
mitgeteilt. 

Die Versuche wurden simtlich mit 50g Gehirn ausgefiihrt, hatten 
die iibliche Zusammensetzung, die gleiche Versuchsdauer und wurden 
in der oben beschriebenen Weise aufgearbeitet. Wir beschranken uns 
deshalb auf die Wiedergabe der Resultate in folgender Tabelle; die 
Zahlen bedeuten Milligramme Acetaldehyd pro 100g Gehirn. 








Tabelle I. 
Glucose Glykogen Milckzucker Galaktose 
+10g| — +1,0g| — |410g| — |+10g| — 


Graue Substanz. . 6,95 | 044 | 132/026 106/044 1,32 | 044 
WeiSe Substanz. . 0,71 | 044 | 0,88 | 026 | 044/044 1,13 | 0.44 


Aus allen Versuchen geht iibereinstimmend hervor, daB die graue 
Substanz weit wirkungsvoller ist als die weiBe. Besonders deutlich in 
die Erscheinung tritt dies im Glucoseversuch. Aber auch gegeniiber 
dem Glykogen und dem Milchzucker erweist sich die graue Substanz 
als die wirksamere, wihrend bei der Galaktose der Unterschied ein 
viel geringerer ist. Schon EF. Hirschberg hatte auf Grund der Beob- 
achtung, daB der Umsatz in peripheren Nerven weit geringer ist als 
im Riickenmark, die Vermutung geiuBert, daB die graue Substanz 
wahrscheinlich einen regeren Kohlehydratstoffwechsel entfaltet als 
die weiBe Substanz. Durch unsere Untersuchungen ist nun der Beweis 
erbracht, daB in der Tat der oxydative Kohlehydratumsatz in der 
grauen Substanz dem in der weiBen weit tiberlegen ist. Ob dies auch 
fiir die anaerobe Zuckerspaltung gilt, ware noch erst zu entscheiden. 

Aus dieser Beobachtung von der Uberlegenheit der grauen Substanz 
iiber die weiBe konnte man deduktiv folgern, daB in den peripheren 
Nerven, die doch nur aus weiBer Nervensubstanz bestehen, ein aerober 
Zuckerabbau, wenn iiberhaupt nur in ganz geringem MaSe stattfindet. 
In der Tat hatten alle Versuche, die wir mit dem Nervus ischiadicus 
ausfiihrten, ein negatives Ergebnis bis auf Versuche mit Glucose; hier 
konnten wir eine minimale Aldehydbildung konstatieren. Auf die 
Wiedergabe der Protokolle sei deshalb verzichtet. 

Endlich war noch zu entscheiden, wie der oxydative Abbau in 
der Gehirnsubstanz in Gegenwart von Insulin verlauft. Aus den Unter- 
suchungen von Neuberg und seinen Mitarbeitern wissen wir, daB Insulin 
die Acetaldehydbildung in der Leber und im Muskel des Meerschweinchens 
ganz betrichtlich steigert. _Wohlgemuth und Sorochowitsch konnten 
auch bei der menschlichen Leber eine gleichsinnige Beeinflussung 
beobachten, jedoch nur in geringem Mabe. Bei der Untersuchung 
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menschlicher Gehirnsubstanz zeigte sich nun nicht nur keine Ver- 
stirkung der Aldehydbildung, sondern eine gerade entgegengesetzte 
Wirkung. Hierfiir zwei Beispiele. 

Der eine Versuch wurde mit einem Gemisch von grauer und weiBer 
Substanz, der andere mit grauer und weiBer Substanz getrennt aus- 
gefiihrt. Die Zusammensetzung und Versuchsdauer war die iibliche, 
die Verarbeitung wie oben beschrieben. 


Versuch 1. 
50g Gehirn + 1,0g¢ Glucose + 1,0 ccm Insulin 
(Wellcome) lieferten an Aldehyd .. .. . 2,55 mg-Proz. 
50g Gehirn + 1,0g¢ Glucose ee lieferten 
an Aldehyd. .... ‘Sree a 
50 g Gehirn (Kontrolle) ielovtain an Aldehyd o« OR a 
Versuch 2. 


a) Graue Substanz. 
50g Gehirn + 1,0g¢ Glucose + 1,0 ccm Insulin 
lieferten an Acetaldehyd ....... . . 3,96 mg-Proz. 
50¢ Gehirn + 1,0g Glucose lieferten an Acet- 
SG 5.4) 4 ae paw Se ee ww oo BMD - 
50g Gehirn (Kontrolle) lieferten an Acetaldehyd 0,44 - 


b) WeiBe Substanz. 


50g Gehirn + 1,0g Glucose + 1,0 ccm Insulin 
lieferten an Acetaldehyd.... . : . aoe = 
50 ¢ Gehirn + 1,0g Glucose lieferten an ie. 
aldehyd..... 3,27 - 


50g Gehirn (Kontrolle) seated 4 an | Acetaldehyd 0,44 = 


Aus beiden Versuchen geht hervor, daB in Gegenwart von Insulin 
die Aldehydbildung aus Glucose hinter der ohne Insulin zuriickbleibt. 
Insulin schiitzt also gleichsam die Glucose vor dem oxydativen Abbau 
durch die Nervenzelle. Dieser Befund steht {n guter Ubereinstimmung 
mit den Beobachtungen von Asher und Takahashi, sowie von Winterstein 
und Hirschberg, wonach bei Gegenwart von Insulin das Glykogen aus 
dem Gehirn viel langsamer verschwindet als bei Abwesenheit. Das 
Insulin hat somit auf die zuckerspaltenden Fermente im Gehirn die 
entgegengesetzte Wirkung wie auf die gleichen Fermente in Leber und 
Muskel. Da nun nicht anzunehmen ist, da8 diese Fermente voneinander 
verschieden sind, so darf man wohl vermuten, daB die verinderte 
Wirkung des Insulins begriindet ist in den anders gearteten Stoff- 
wechselvorgiingen in der Nervenzelle. 
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Zusammenfassung. 

1. Das menschliche Gehirn ist imstande, Zucker auf oxydativem 
Wege abzubauen. Als bester Aldehydbildner erwies sich die Glucose, 
dann folgte Glykogen, Lactose und Galaktose ; Lavulose war unwirksam, 
ebenso Milchsiure und Aminosauren. 

2. Die graue Substanz ist in ihrer Wirkung weit iiberlegen der 
weiBen Substanz. 

3. Im Gegensatz zu Leber und Muskel verstarkt Insulin im Gehirn 
nicht nur nicht die Aldehydbildung, sondern setzt sie sogar herab. 














Uber die vermeintliche Hydrolyse 
der Stirke durch Salze und EiweiGabbauprodukte. 
Von 


Kazuji Takane (Tokio). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Juni 1926.) 


Von verschiedenen Autoren wird seit einiger Zeit die Anschauung 
vertreten, daB Salze, Aminosiuren und Peptone in der gleichen Weise 
Substrate spalten kénnen wie Fermente. So hat Schlatter!) behauptet , 
daB Peptone unter bestimmten Bedingungen Glucose zu Milchsiure 
vergiren kénnen. Doch hat sich bei griindlicher Nachpriifung?) seiner 
Versuche durch Acklin sowie Barthel und v. Euler gezeigt, daB hier eine 
Tauschung durch Bakterienwirkung vorliegt. 

Fiir das diastatische Ferment haben Biedermann*), Iljin*) und 
Haehn®) behauptet, daB eine ihm ganz ahnliche Wirkung auf Starke 
erzielt werden kann durch Salze, Aminosiuren und Peptone. 


Als erster hat Biedermann*) den Nachweis zu fiihren gesucht, daB in 
Starkelésung allein, die nach besonderer Vorschrift hergestellt war, bei 
Brutschranktemperatur sich spontan ein diastatisches Ferment bildet, 
dieses bisweilen eine komplette Hydrolyse der Starke herbeifiihrt, und daB 
der Effekt durch die Gegenwart von Salzen noch bedeutend verstarkt 
werden kann. Bei der Wichtigkeit dieses Befundes fiir das Wesen der 
Fermentbildung iiberhaupt hat man diese Angabe vielfach nachgepriift, 
doch ist sie nicht in allen Fallen bestatigt worden. 

So hat Wohlgemuth*) niemals eine Selbstauflésung der Starke beob- 
achtet, wenn er bei den Versuchen die Mitwirkung von Bakterien ganzlich 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 362, 1922. 

2) O. Acklin, diese Zeitschr. 139, 452, 1923; 142, 351, 1923. 
Chr. Barthel und E. v. Euler, Zeitschr. f. phys. Chem. 128, 257, 1923. 

3) W. Biedermann, Fermentforschung 1, 2, 4, 5, 7; ferner diese Zeitschr. 
135, 282, 1923; 187, 35, 1923. 

4) W.S. Iljin, diese Zeitschr. 182, 511, 1922. 

5) H. Haehn, ebendaselbst 135, 587, 1923. 

*) J. Wohlgemuth, ebendaselbst 94, 213, 1919. 
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ausschloB. Zu den gleichen negativen Resultaten kamen Teschendor{!) und 
Rothlin®). Daraufhin hatte Biedermann die Idee der spontanen Entstehung 
einer Amylase zunichst fallen lassen und den positiven Ausfall seiner 
Versuche damit zu erkléiren versucht, daB der von ihm verwandten 
Starke vielleicht noch Spuren von Amylase anhafteten. Auf Grund 
weiterer Untersuchungen ist er dann wieder zu seiner alten Anschauung 
zuriickgekehrt. Allerdings erklart er nunmehr die Luftzufuhr fiir ein un- 
bedingtes Erfordernis, um zu einem positiven Resultat zu kommen, und 
halt auBerdem noch die Gegenwart von Glykokoll fiir sehr wichtig. Zu 
ganz anderen Resultaten kam Haehn insofern, als er mit Neutralsalzen 
allein in den meisten Fallen tiberhaupt keinen Abbau beobachtete, auch 
wenn er Neutralsalze mit Albumosenlésung mischte: Zusatz von Amino- 
siuren (Alanin + Leucin) ergab 6fters, aber nicht immer ein positives 
Resultat. Wenn er dagegen Neutralsalze mit Albumosen und Amino- 
siuren vereinte, bemerkte er fast immer einen Staérkeabbau. Am besten 
gelangen ihm die Versuche mit Pepton, das allein schon hydrolysierend 
auf die Starke wirken soll. Im Gegensatz zu Biedermann und Haehn kam 
schlieBlich Jijin zu dem Resultat, daB der Abbau der Starke durch 
anorganische Salze am besten gelingt, wenn man beide in auBerst starker 
Verdiinnung anwendet. 

Diese verschiedenen Widerspriiche suchte ich nun durch eigene 
Versuche aufzukliren. Zuniachst wurden die Versuche von Jljin als 
die einfachsten einer Nachpriifung unterzogen. 

Leider sind seine Angaben iiber die Versuchsanordnung so allgemein 
gehalten, daB eine genaue Kontrolle nicht méglich ist. Er arbeitete mit 
einem Starkekleister von 0,01 bis 0,02 Proz., setzte ihm Chloride 
in verschiedenen Konzentrationen zu — am wirksamsten erwiesen sich 
ihm Lésungen von m/100 bis m/1000 — und priifte periodisch das 
Verhalten der Starkelésung gegeniiber Jod. 

Dementsprechend ging ich so vor, da®8 ich drei Versuchsreihen 
mit je 5,0 cem 0,01 proz. Starkekleister + je 5,0 com m/100 bzw. m/500 
bzw. m/1000 NaCl ansetzte, und zwar von jeder Mischung vier gleiche 
Portionen, und die Glaschen zunachst auf 3 Stunden ins Wasserbad, 
danach auf weitere 24 bis 48 Stunden in den Brutschrank stellte. Dabei 
zeigte sich in allen Portionen der drei Reihen keine Veranderung, erst 
nach 48 Stunden farbte sich in einem Glaschen der Reihe mit m/100 
NaCl die Starke auf Zusatz von Jod hellrot, in simtlichen anderen 
Glaschen blau. Diese Versuche wurden des éfteren wiederholt, stets 
mit dem gleichen Resultat, daB ganz vereinzelt das eine oder das andere 
Glaschen einen Starkeabbau zeigte, alle anderen aber keine Anderung 
erkennen lieBen; dagegen war mitunter in der salzfreien Kontrolle die 
Stirke abgebaut. Hiernach wurden Versuche mit kleineren Starke- 
quantititen (2,0 ccm) angesetzt und der gleichen Kochsalzmenge ; hier 


1) Teschendor{, Fermentforschung 4, 184, 1920. 
2) E. Rothlin, ebendaselbst 6, 103, 1922; Miinch. med. Wochenschr. 
1922, S. 88 und 1393. 
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war der Effekt ein wesentlich anderer. Ich fiihre als Beleg ein Beispiel 
an, in dem die Zahlen die Nummern der Portionen bedeuten; Nr. 1, 2, 
3 haben die gleiche Zusammensetzung, Nr. 4 ist die salzfreie Kontrolle. 

m/100: nach 24 Stunden 2 und 3 achromisch, 1 und 4 blau. 

m/500: nach 24 Stunden 1 blau, 2 hellviolett, 3 kirschrot, 4 achro- 
misch, nach 48 Stunden das gleiche Resultat. 

m/1000: nach 24 Stunden 1 blau, 3 hellblau, 2 und 4 achromisch, 
nach 48 Stunden 1, 2, 4 achromisch, 3 hellblau. 

Hiernach sehen wir zwar, daB in verschiedenen Glisern die Stirke 
abgebaut ist, aber auch die salzfreie Kontrolle enthalt in den beiden 
letzten Reihen keine Starke mehr. 

Das Resultat war ein vollkommen anderes, sobald wir die Stirke- 
lésung sowohl wie die Salzlésungen vor ihrer Vereinigung kochten. Wenn 
wir mit diesen gekochten Lisungen in der gleichen Weise wie oben den 
Versuch unter Verwendung gut sterilisierter Glaser ansetzten, zeigte sich 
selbst nach 48 stiindigem Stehen im Brutschrank in keinem Gldschen 
ein Stdrkeabbau. 

Es geht somit aus diesen Versuchen hervor, daB, wenn man nach 
den Angaben von Jljin arbeitet, man oft ein Verschwinden der Starke 
beobachten kann. Das kann aber in den Portionen ohne Salzzusatz 
ebenso geschehen wie in den salzhaltigen Léisungen. Dies erscheint 
uns nicht weiter verwunderlich, wenn man bedenkt, daB einmal die 
Starkemenge in einem solchen Glischen auBerordentlich gering ist — 
2,0cem einer 0,01 proz. Lésung entsprechen 0,2 mg Starke —, dann 
aber auch, daB bei 24- oder gar 48stiindigem Stehen im Brutschrank 
eine Keiminfektion nicht zu vermeiden ist, wenn man wie J/jin ohne 
Desinfiziens arbeitet. Als Beweis hierfiir kénnen die Versuche mit 
vorher gekochter Lésung gelten, in denen niemals ein Abbau beob- 
achtet wurde. 

Was nun die Versuche von Biedermann anbetrifft, so hat er in 
seinen spiteren Publikationen als entscheidendes Moment fiir die 
giinstigen Effekte von Salzen die Mitwirkung des Sauerstoffs in den 
Vordergrund gestellt. In seiner Arbeit ,,Die Salzhydrolyse der Starke“, 
diese Zeitschr. 135, 287, 1923, gibt er fiir diesen Versuch eine Vorschrift, 
nach der ,,jedermann leicht und mit absolut sicherem, raschem Erfolg“ 
arbeiten kann. Diese Vorschrift lautet, daB man von einer in ganz 
bestimmter Weise hergestellten Lésung von Kartoffelstarke 5ccm mit 
der gleichen Menge einer frisch bereiteten Phosphatmischung (0,3 g 
NaH, PO, + 0,8 g Na, HPO, + 0,5 g NaCl + Aqua dest. 100,0) mischt 
und nach Aufkochen und Abkiihlen der Probe 15 Minuten lang kraftig 
schiittelt (Probe a). Eine zweite Probe (b) wird in ganz gleicher Weise 
hergestellt, aber nicht mit Luft geschiittelt, und eine dritte, als Kontrolle 
dienende Probe (c) enthalt an Stelle der Phosphatmischung destilliertes 

16¢ 
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Wasser; diese wird wieder wie Probe a 15 Minuten lang mit Luft ge- 
schiittelt. Genau nach dieser Vorschrift bin ich vorgegangen und habe 
auBer den drei Proben noch eine vierte (d) angesetzt, die wie die erste 
angestellt war, nur daB ich nach dem Schiitteln die Lésung sofort mit 
Toluol durchschiittelte. Die Versuche wurden zu wiederholten Malen aus- 
gefiihrt, alle 30 Minuten kleine Proben entnommen und ihr Verhalten 
zu dimner Jodlésung gepriift. Aus den zahlreichen Versuchen, die wir 
in dieser Weise anstellten, seien nur zwei herausgegriffen. 








Versuch | 1 _Versuch 2 2 
nach nach rac! nach “nach nach | nach nach 
30 Min 60 Min. 180 Min, 24 Stdn. 30 Min. 60 Min. 180 Min. | 24 Stdn. 
i> les . 

a blau_ blau hellblau rot || violett| kirschrot hellrot achromisch 
b 3 a violett achromisch|) blau = oi ~ 
e ‘ . blau rot i blau blau blau 
d rs violett achromisch| , | violett kirschrot achromisch 


Aus beiden Beispielen geht hervor, daB in der Tat eine Starke- 
lésung in Gegenwart der Biedermannschen Salzlésung bis zum achro- 
mischen Punkt abgebaut werden kann. Aber niemals haben wir das 
in dem kurzen Zeitraum von 3 Stunden beobachtet, sondern immer 
erst nach Verlauf von 24 Stunden, und dann auch nicht immer in den 
Proben, die 15 Minuten lang mit Luft geschiittelt wurden, sondern 
ebensooft in den ungeschiittelten Proben. SchlieBlich haben wir des 
éfteren auch in der Kontrolle, die statt der SalzJésung nur destilliertes 
Wasser enthielt, mitunter einen Abbau der Starke feststellen kénnen. 

Wir haben uns demnach nicht davon itiberzeugen kénnen, da 
die von Biedermann gegebene Vorschrift das von ihm geschilderte 
Ergebnis garantiert. 

Die gleichen schwankenden Resultate hatten wir bei Verwendung 
der léslichen Starke (Kahlbaum), auf deren Wiedergabe wir verzichten. 

Man konnte nun daran denken, daB dieses ungiinstige Ergebnis 
in unseren Versuchen bedingt war durch ein ungeeignetes Starke- 
praparat. Wir haben uns deshalb zehn verschiedene Priparate von 
Kartoffelstarke beschafft und mit allen Proben verschiedentlich Versuche 
nach Vorschrift von Biedermann angestellt. In keinem einzigen Falle habe 
ich einen Abbau bis zum achromischen Punkt nach 3 Stunden beobachtet. 
Wenn ich einem solchen begegnete, so war das friihestens erst nach 
Verlauf von 24 Stunden. Dieses Vorkommnis beobachtete ich im ganzen 
nur bei zwei Starkepriparaten. Aber auch hier war das Resultat nicht 
immer reproduzierbar. Wenn ich z. B. 12 Portionen mit ein und der- 
selben Starkelésung von der gleichen Mischung a (s. oben) ansetzte und 
schiittelte, so war nach 24 Stunden in zwei Glaischen die Starke bis 
zum achromischen Punkt abgebaut, in drei Glaschen violett und in 
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den iibrigen sieben Glischen blau. Wenn Biedermanns Angaben zu 
Recht bestanden, so hitten wir doch zum mindesten in der weitaus 
gréBten Zahl ein positives Resultat erhalten miissen. Da8 aber nur 
zwei Proben ein positives, zehn ein negatives Ergebnis hatten, deutet 
doch darauf hin, daB hier irgendwelche Momente mit im Spiele sind, 
die zu erkennen oder zu deuten wir noch nicht imstande sind. 

Auf einen Punkt sei noch besonders hingewiesen. Biedermann 
mischt die Stirkelésung und Salzlésung in der beschriebenen Weise, 
erhitzt diese Lésung 15 Minuten, kiihlt ab und schiittelt dann 15 Minuten 
griindlichst durch. Bei diesem Vorgehen, das wir stets genau befolgten, 
erhielten wir jene wenig erfreulichen Resultate. Wenn wir dagegen 
so verfuhren, daB wir die Stirkelésung und Salzlésung vor der Vereinigung 
jede fiir sich mindestens 15 Minuten lang kochten und dann mischten, 
so war das Resultat in jedem einzelnen Falle negativ. In stmtlichen derart 
durchgefiihrten Versuchen gab die Stirkelésung noch nach 24 Stunden 
mit Jod eine unverdndert blaue Farbe. Hierauf werden wir weiter unten 
noch einmal zuriickkommen. 

In einer weiteren Arbeit hat Biedermann dann angegeben, dab 
seine Resultate noch weit besser ausfielen, wenn er die Stiarke-Salz- 
lésung nicht bloB 15 Minuten schiittelte, sondern wenn er standig 
Luft durchleitete und die Starkelésung mit der Salzlésung noch einmal 
auf die Halfte verdiinnte. Auch nach dieser Vorschrift, die wir bis ins 
kleinste und aufs genaueste befolgten, haben wir eine groBe Zahl von 
Versuchen mit standiger Luftdurchleitung angestellt, und zwar ver- 
wandten wir hierfiir, wie Biedermann angegeben hat, sowohl seine 
Phosphatkochsalzmischung wie n/2 NaCl (3proz. Lésung), wie n/2 
KCl (3,7proz Lésung). Aber auch so waren unsere Resultate um nichts 
besser. In keinem einzigen Falle beobachteten wir innerhalb 3 Stunden 
einen Abbau bis zum achromischen Punkt. In ganz vereinzelten Fallen 
war die Lésung nach 24 Stunden achromisch, und dies auch nur in 
den Portionen, durch die standig Luft durchgeleitet wurde. Die Versuchs- 
anordnung mit den Glasschalen, wo das Starke-Salzgemisch in groBer 
Fliche der Luftwirkung ausgesetzt war, blieb in simtlichen Fallen 
negativ; hier war auch nach 24 Stunden kaum eine Verinderung der 
Reaktion zu konstatieren, entweder reagierte die Starkelésung blau 
oder im giinstigsten Falle violett. Selbst nach 48 Stunden anderte 
sich nichts an der Reaktion. Diese Versuche wurden von uns mit 
verschiedenen Starkeproben, auch mit léslicher Starke (Kahlbaum) 
angestellt, stets mit dem gleichen Miberfolg. 

Als wesentliche Verbesserung der Versuchsbedingungen gibt 
Biedermann') noch den Zusatz von Glykokoll sowie Alanin und Leucin 


1) Biedermann, diese Zeitschr. 135, 290; 1923. 
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an, ferner den Zusatz von Albumosen. Uber diesen Punkt soll weiter 
unten im Zusammenhang mit den Versuchen von Haehn ausfiihrlich 
diskutiert werden. Hier sei nur auf die Art der Herste)lung der von 
Biedermann verwandten Albumose hingewiesen, die uns recht be- 
denklich zu sein scheint. Er empfiehlt, 4 bis 5 g Rohfibrin in 150 cem 
alkalischem Wasser mit Trypsin Griibler bei 40° zu verdauen bis zum 
Verschwinden der Biuretprobe, die Lésung nach vorheriger Neutrali- 
sation mit Salzsiure auf etwa ein Drittel einzuengen und die so ge- 
wonnene Albumosenlésung zum Versuch zu verwenden. Nun ist aber 
bekanntlich das Trypsin (Griibler) nicht bloB ein hochwertiges eiweib- 
spaltendes Praparat, sondern vor allem ein besonders hochwertiges 
stiirkespaltendes. Bei dem hier geschilderten Verfahren ist jedoch 
keineswegs die Garantie dafiir gegeben, daB das Ferment tatsachlich 
vollkommen zerstért ist, auch nicht, wenn man, wie Biedermann vor- 
schreibt, nachher 3ccm Albumosenlésung mit 3ccm lproz. NaCl- 
Lésung verdiinnt, 6ccm Starkelésung zugibt und nun noch einmal 
aufkocht. Minimale Spuren von Ferment kénnen bei diesem Verfahren 
immer noch sich erhalten haben. 

Zu ahnlichen Resultaten wie Biedermann war fast zu gleicher Zeit 
Haehn gekommen. Was zunichst die Wirkung von Neutralsalzen 
anbetrifft, so gibt er an, daB sie den Abbau sowohl von Kartoffelstirke 
wie von léslicher Starke herbeifiihren, und teilt als Beleg hierfiir zwei 
Versuchsreihen mit (8. 590, Tabelle I und II). Wie schwankend aber 
seine Resultate sind, illustrieren sechs andere Versuchsreihen von ihm 
(Tabelle III, IV, V, V1, VII, VIII), wo in keinem einzigen Falle auch 
nur eine Spur von Abbau durch das Neutralsalzgemisch erzielt wurde, 
obwohl er stets die gleiche Starkelésung wie in Tabelle I und II ver- 
wandte, und obwohl er hier bisweilen die Versuchsdauer sogar iiber 
43 Stunden im Brutschrank ausdehnte. Wir haben deshalb auf eine 
Nachpriifung speziell dieser Versuche verzichtet, zumal wir uns bereits 
oben zu der Frage der Salzwirkung ausfiihrlich geiuBert haben, und 
haben uns nur mit dem von ihm angegebenen Salz-Aminosauren- 
Pepton-Gemisch beschiaftigt, das nach seinen Angaben die besten 
Resultate liefert. 

Als Salzlésung verwendet er ein Gemisch von m/10 NaCl + m/10 
KCl + m/10 CaCl, zu gleichen Teilen; das Aminosiuregemisch setzt 
sich zusammen aus m/10 Alanin + m/10 Leucin; die lproz. Pepton- 
lésung wurde mit dem Praparat von Witle (Rostock) hergestellt. Die 
Starkelésungen wurden hergestellt aus léslicher Starke (Kahlbaum) 
und aus Kartoffelstiarke. Mit den gleichen Lésungen stellte ich meine 
Versuche an, und zwar nahm ich die Verteilung der Liésungen genau 
so vor, wie Haehn angibt. Als Beispiel sei ein Versuch hier mit- 
geteilt. 
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Versuchsnummer: Cc 1 2 a 5 6 7 8 9 10 
Reaktionsgemisch in ccm 


Starkelisung .... 05 05 05°05 05/0505 05 05/05) 05 


Salzlosung ..... — 01 /02/03/04/05 06 07/08 09| 1,0 
Aminosduregemisch . — 0,1 02/03 04°05 06 0,7 08 0,9) 1,0 
Peptonlésung .... — 10/10/10'10/10 10 10 10 10] 10 
Wasser... ... . 95 94/93/92/9,1/90/89 88/87 86| 85 


Nach dieser Vorschrift habe ich jedesmal gleichzeitig zwei Reihen 
angesetzt, die eine mit léslicher Starke (A), die andere mit Kartoffel- 
stirke (K). Derartige Reihen habe ich mehr als 20mal angestellt und 
dabei ganz unregelmaBige Resultate erhalten. In Riicksicht auf den 
bemessenen Raum will ich zur Illustration nur zwei Doppelreihen 
kurz mitteilen. 

Versuchsrethe II. 
0,5proz. Lésung A: 1, 2, 8 violett, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10 blau. 
0,5proz. Lésung K: 3, 4 violett, 9 rotviolett, 1, 2, 5, 6, 7, 8, 10 blau. 
Versuchsrethe III. 


0,5proz. Lésung A: 1 rotviolett, 2, 6, 7 violett, 3, 4,,5, 8, 9, 10 blau. 
0,5proz. Lésung K: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 blau. 


Unter den vielea Versuchsreihen, die ich stets in der gleichen Weise 
anstellte, habe ich nicht eine einzige angetroffen, wie sie Haehn in 
seiner Tabelle VIII und IX angibt; in keinem einzigen Glischen war 
jemals die Farbe hellrotbraun, geschweige denn gelb. 

Da nach den Angaben von Haehn in den Gliaschen 7, 8, 9 die Hydro- 
lyse am sichersten vor sich geht, wegen der giinstigsten Mischungs- 
verhaltnisse, wie er vermutet, habe ich schlieBlich nur noch mit diesen 

temischen gearbeitet und jedesmal 12 Glaischen mit Starke A, 12 mit 
Starke K angesetzt und 24 Stunden im Brutschrank gehalten. Aus 
14 solcher Versuchsreihen teile ich zwei Beispiele mit. 


Zz. 
0,5 Proz. Starke A: zwei achromisch, zwei kirschrot, eins braunrot, 
sieben blau. 
0,5 Proz. Starke K: fiinf achromisch, eins violett, sechs blau. 


Il. 

0,5 Proz. Starke A: nach 24Stunden alle Glischen blau; nach 
48 Stunden eins braunrot, drei violettrot, acht 
blau. 

0,5 Proz. Starke K: nach 24 Stunden eins achromisch, elf blau; nach 
48 Stunden eins achromisch, vier violett, sieben 
blau. 


Bei diesen stark schwankenden Ergebnissen lag es nahe, an ein 
von auBen einwirkendes Moment, in erster Reihe an die Mitwirkung 
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von Bakterien zu denken; denn da in allen Glaschen die Mischungs- 
verhaltnisse absolut gleich waren, schien eine andere Erklarung dieser 
UnregelmaBigkeit nicht méglich. Zwar weist Haehn (l. c., 8. 601) eine 
solche Annahme zuriick; aber die Griinde, die er dagegen ins Feld fiihrt, 
sind nicht gerade iiberzeugend. Statt diese zu diskutieren, ziehen wir es 
vor, tiber Versuche zu berichten, die wir einmal unter aseptischen 
Kautelen, dann aber auch mit Antiseptika anstellten. Die erstgenannte 
Art von Versuchen wurde so durchgefiihrt, da8 wir zunichst die ein- 
zelnen Lésungen fiir sich durch langeres Kochen erhitzten und dann 
mit sterilen Pipetten auf sterile Reagenzgliser verteilten und mit Watte 
verschlossen in den Brutschrank brachten. Bei dieser Versuchsanordnung 
erhielten wir in keinem einzigen Falle ein positives Resultat; stets gab 
die Starke mit Jod eine blaue Farbe. Auch Haehn hat solche Versuche 
ausgefiihrt und schreibt dariiber S. 601: ,,Bei Anwendung von durch 
Hitze sterilisierten Lésungen und Reagenzglisern mit WatteverscbluB 
ist nur in drei Glisern Abbau bis zum Erythrodextrin erfolgt, in den 
iibrigen Glasern war die Starke unveraindert geblieben. Wurde derselbe 
Versuch (steril) mit offenen Glisern wiederholt, so trat bei 45° in 
22 Stunden in allen Glasern totale Hydrolyse ein.“ Hierbei ist nur 
nicht verstandlich, ob im zweiten Versuch die Glaschen nur wahrend 
des Sterilisierens oder auch wihrend des Stehens im Brutschrank offen 
gehalten wurden. Im ersten Falle waren die Bedingungen die gleichen 
wie in unserem Versuch, da wir nicht in den Glaschen selber das Erhitzen 
vornahmen, sondern die Lésungen in sterilem Zustand in die sterilen 
Glaschen einfiillten. Im zweiten Falle, also beim Offenbleiben der 
Glaschen im Brutschrank, wire eine nachtragliche Infektion keinesfalls 
auszuschlieBen. Dasselbe meist negative Ergebnis hatten wir, wenn 
wir mit einem Antiseptikum wie Toluol und Thymol arbeiteten, ohne 
daB wir die Lésungen vorher erhitzten. Hier beobachteten wir manch- 
mal das Avftreten von Erythrodextrin besonders bei der Anwendung 
von Toluol, wihrend wir mit Thymol nur in ganz wenigen Fallen eine 
hellviolette Farbe konstatieren konnten. Die letzteren Resultate 
stehen ebenfalls im Gegensatz zu denen von Haehn. Denn er sagt 
ausdriicklich §.601: ,,Diese Versuchsanordnung  (vgl. Thymol- 
desinfektion) gab bisher so ausgezeichnete Resultate, daB fast an eine 
giinstige Mitwirkung des Thymols gedacht werden kénnte.““ Dem 
widerspricht aber, was Haehn in seiner neuesten Publikation, 8. 293, 
iiber Thymol sagt, nimlich daB es hemmend wirkt. 

Diese zweite Arbeit von Haehn und Berentzen') erschien, als ich 
meine Untersuchungen lingst abgeschlossen hatte. Bei der mir noch zur 


1) H. Haehn und H. Berentzen, Chemie der Zelle und Gewebe 12, 286, 
1925. 
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Verfiigung stehenden kurzen Zeit war ich nicht in der Lage, auf alle 
Punkte dieser Arbeit naher einzugehen. Auch mubte ich in Riicksicht 
darauf, daB von den von Haehn und Berentzen verwandten Starkesorten 
mir nur zwei zuginglich waren, mich mit der Wiederholung von 
nur zwei Versuchsreihen begniigen, und zwar mit den von ihnen auf 
S. 294 und 300 mitgeteilten Versuchen. 

Zum ersten Versuch ist lésliche Starke (Kahlbaum) erforderlich ; 
diese war in drei verschieden alten Priiparaten vorhanden; das eine 
war mindestens 5 Jahre alt, das zweite vor etwa 2 Jahren und das 
dritte ganz frisch aus der Fabrik bezogen. 

Haehn arbeitet mit dem gleichen Salz-Aminosauren-Peptongemisch 
wie friher; es setzt sich zusammen aus einer Salzmischung (m/10 KCl 
+ m/10 NaCl + m/10 CaCl,), aus einem Aminosaéurengemisch (m/10 
Alanin + m/10 Leucin) und einer lproz. Peptonlésung (Wittepepton). 
Alle drei Lésungen werden zu gleichen Teilen gemischt und bilden sein 
,Normalsystem“. Mit diesem System stellte ich in genau der gleichen 
Art wie Haehn und Berentzen Versuche an unter Verwendung von 
Kahlbaums \éslicher Starke. Zum Vergleich fiihre ich zunichst den 
Versuch von Haehn und Berentzen an und darunterstehend den meinigen. 
Versuchsdauer 20 Stunden bei 40°. 





Versuchsnummer:| KK 1 2 | 3 4i§ 6 7 8 9 Ww 





Reaktionsgemisch in ccm 


Normalsystem. . | —| —/1,5/ 15 | 15 /1,5 15/15/15) 15/15/15 








Starkelésung A . 05 05 0,1) 02 03 04 05/06/07 08/09 LO 
Waser ..... 95/95, 84/83 | 82 | 81/80/|7,9/7,8| 7,7 7,6 7,5 
Farbung auf Jod- —— 

zusatz H.u.B.. | blau gelb | hellbraun 
Eigener Versuch. blau_ gelb- hell- dunkel- blau 


braun violett violett 


Im Gegensatz zu Haehn und Berenizen ist das Resultat in unserem 
Versuch ein durchweg negatives. Genau so ergebnislos fielen die Ver- 
suche mit den beiden anderen Kahibaumstarken aus. 

Die hellbraune Firbung in dem ersten Glischen bedeutet nicht 
einen Starkeabbau. Denn wenn man 0,1 cem lproz. Starkelésung — 
das ist gleichbedeutend mit nur 2 Tropfen! — mischt mit 1,5ccm Normal- 
system, mit Wasser auf 10 ccm auffiillt und dann sofort die vor- 
geschriebenen 3 Tropfen n/10 Jodlésung zufiigt, bekommt man sogleich 
wegen des groBen Uberschusses an Jod eine leicht dunkelbraune Lésung. 
Den spiteren Ubergang von einer etwas dunkleren Braunfarbung in ein 
helleres Braun (Nr. 1) wird wohl niemand als den Ausdruck eines Starke- 
abbaus ansehen; das gleiche diirfte auch fiir das Glischen 2 gelten, das 
nur 4 Tropfen Starkelisung enthielt und eine hellviolette Farbe zeigte. 
Ein derartiges Resultat wie das oben angefiihrte von Haehn und Berentzen 
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haben wir in keinem einzigen Falle beobachten kénnen, so oft auch die 
Versuche mit léslicher Starke von uns wiederholt wurden. Jn keinem 
einzigen Glischen unserer stimtlichen Versuchsreihen sahen wir jemals 
auf Zusatz von Jod eine gelbe Farbe auftreten. 

Die zweite Versuchsserie wurde nach dem Vorgang von Haehn 
und Berentzen mit Biedermannscher Starke — erwirmen von lg 
Kartoffelstirke bis auf 80°, iibertragen in einen MeBzylinder, iiber- 
schichten mit Toluol, absitzen lassen, verdiinnen der klaren Anteile 
auf das 144fache — angestellt. Ich gebe auch hier zuniichst den be- 
treffenden Versuch von Haehn und Berentzen (S. 300, Tabelle V) wieder 
und im Anschlu8 daran die meinen. Die Lésungen wurden, wie vor- 
geschrieben, 15 Minuten lang kriaftig geschiittelt. Wirkungszeit 1 bis 2 
bis 3 bis 24 Stunden bei 40° im Wasserbad. 








Versuchsnummer: 1 2 3 4 
Reaktionsgemisch in ccm 
a, ae a 15 15 15 15 
i on re 5,0 5,0 5,0 5,0 
I a, ie oie a Sigh ees 3,5 3,5 3,5 3,5 
Jodreaktion ... . nach Stdn. 1 2 3 24 
(mit 3 Tropfen n/10 Jodlésung) | 
DE ys ae be Oe violett braungelb hellgelb -- 
Tr ee ee blau blau blau blau 


Eigener Versuch 


Derartige Versuche habe ich mit drei verschiedenen Priaparaten 
von Kartoffelstirke in genau der gleichen Weise ausgefiihrt, stets mit 
demselben negativen Ergebnis. Das von Haehn und Berenizen erzielte 
Resultat wurde in keinem einzigen Falle trotz genauester Innehaltung der 
gegebenen Vorschriften beobachtet, selbst wenn wir die Versuchsdauer 
bis auf 24 Stunden ausdehnten. 

Es fragt sich nun, wie soll man sich diese Divergenz zwischen 
Haehns Versuchen und den meinigen erklaren. 

In dem ,,Normalsystem kann sie kaum begriindet sein. Denn wir 
haben wie er fiir die Herstellung der Salzlésung und der Aminosiuren- 
lésung nur Kahlbaumsche Praparate und fiir die Peptonlésung gleich- 
falls Wittepepton verwandt. Verschieden ist nur die Kartoffelstarke. 
Es mu8 demnach in diesem Punkte die Differenz gesucht werden. 
Nun wissen wir, daB die Herstellung der Kartoffelstarke meist eine so 
schonende ist, daB sehr wohl noch Spuren von amylolytischem Ferment 
in ihr vorhanden sein kénnen. Wenn man sich nun nach der Vorschrift 
von Biedermann eine Starkelésung in so vorsichtiger Weise bereitet, daB 
man 1,0g Substanz in 100 ccm Wasser aufschwemmt, nur bis auf 80° 
erwarmt und dann abkiihlen la8t, so sind damit sicherlich nicht alle 
Fermentspuren beseitigt. Es ist sehr wahrscheinlich, daB Haehn und 








Hydrolyse der Starke durch Salze und EiweiBabbauprodukte. 251 


Berentzen mit Praparaten arbeiteten, die noch derartige Ferment- 
spuren enthielten, wahrend in meinen Praparaten nichts mehr davon 
vorhanden war. In dieser Annahme werden wir bestarkt durch eine 
kurze Bemerkung am Ende der Arbeit von Haehn und Berentzen, 8. 316. 
Hier hei®Bt es: ,,Nach unseren vorlaéufigen Versuchben scheint unser 
System (vgl. ,Normalsystem‘ 7'.) im Sinne Ostwalds katalytisch zu 
wirken; denn setzt man eine Stdrkelésung allein, jedoch unter Zugabe 
des Antiseptikums Jodoform an, so treten auch reduzierende Abbau- 
produkte auf, jedoch viel weniger, als wenn das Normalsystem zugegeben 
worden war') (die dem Starkepraparat beigefiigten geringen Zucker- 
mengen werden natiirlich dabei beriicksichtigt).““ Das besagt doch 
nichts mehr und nichts weniger, als daB Haehn und Berentzen mit 
Starkelésungen gearbeitet haben, die Spuren von diastatischem Ferment 
enthalten haben, denn anders ist doch das Auftreten von reduzierenden 
Abbauprodukten nicht zu erkliren. Wenn auf solche Lésung das 
..Normalsystem“ begiinstigend wirkt, so ist man unseres Erachtens 
nicht berechtigt, von einer katalytischen Wirkung zu sprechen, sondern 
nur von einer aktivierenden. Denn wir haben hier nichts anderes vor 
uns als die aktivierende Wirkung von Chloriden, die ja langst bekannt ist. 

Jetzt wird es auch klar, weshalb wir auf uniiberwindliche Schwierig- 
keiten stieBen, die Versuche von Biedermann sowohl wie von Haehn 
und Berentzen zu reproduzieren. Offenbar arbeiteten wir in der Mehrzahl 
der Fille mit Starkelésungen, die keine Spur von amylolytischem 
Ferment mehr enthielten. Wenn wir aber mitunter ein positives Resultat 
bekamen, und wir kochten dann simtliche fiir den Versuch erforder- 
lichen Lésungen fiir sich gesondert und stellten dann die vorgeschriebenen 
Mischungen her, so haben wir auch in diesen Fallen nur negative Er- 
gebnisse gehabt. 

Wir kinnen demnach die Versuche von Haehn und Berentzen nicht 
fiir beweisend erachten im Sinne einer ,,Salzhydrolyse der Starke‘. Erst 
wenn es ihnen gelingt, positive Resultate zu erzielen mit einer Starke- 
lésung, die vorhur so lange gekocht wurde, daB sie bei noch so langer 
Versuchsdauer fiir sich allein keine ,,reduzierenden Abbauprodukte“ 
liefert, und mit einem Normalgemisch, von dem die einzelnen Lésungen 
fiir sich ebenfalls anhaltend gekocht wurden zwecks Beseitigung simt- 
licher die Klarheit der Versuchsanordnung stérender Beimengungen, 
erst dann wird man sagen kénnen, da8 ihnen der Beweis gegliickt ist, 
daB tatsichlich Starke durch Salze in Gemeinschaft mit Aminosduren 
und Pepton nach Art eines diastatischen Ferments hydrolysiert wird. 

Dasselbe gilt auch fiir die Versuche von Biedermann. Hier scheint 
allerdings das von uns aufgestellte Postulat des vorherigen Kochens 





1) Von mir gesperrt gedruckt. T. 











252 K. Takane: Hydrolyse der Starke durch Salze und Abbauprodukte. 


bereits erfiillt zu sein. Denn Biedermann kocht seine Starke-Salzlésung 
15 Minuten, kiihit sie ab und l48t dann erst den Versuch im Brut- 
schrank vor sich gehen. Aber wie gesagt, diese von ihm geiibte 
Vorsicht ist nur eine scheinbare. Denn im hiesigen Laboratorium 
hat Hizume') gezeigt, daB, wenn man eine Diastaselésung in 
Gegenwart eines die Diastase aktivierenden Salzes, also z. B. NaCl, 
KCl, CaCl, usw., erhitzt, das Ferment vor der Zerstérung durch 
Hitze geschiitzt wird. Wenn also Biedermann die Starkelésung mit 
der Salzlésung erst mischt und dann kocht, so ist bei diesem Vor- 
gehen keineswegs ausgeschlossen, daB nicht doch noch Spuren von 
Ferment bzw. Proferment in der Starkelésung erhalten geblieben sind. 
Erst wenn er, wie wir das getan haben, die Starkelésung griindlichst 
(1 Stunde lang) kocht und ebenso mit der Salzlésung verfibrt, und 
wenn er dann die beiden Lésungen vereint, erst dann ware jedem Ein- 
wand die Spitze abgebrochen. Solange diese Versuchsanordnung, wie 
wir gezeigt haben, zu einem negativen Resultat fiihrt, ist man nicht be- 
rechtigt, von einer ,,Salzhydrolyse der Starke’ im Sinne eines diastatischen 
Ferments zu sprechen. 


1) K. Hizume, diese Zeitschr. 146, 68, 1924. 








